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Résumé 
Le virus myxomateux (MYXV) est un Leporipoxvirus (famille des Poxviridae) responsable 
de la myxomatose, une maladie infectieuse causant des pertes sévères dans les populations de 
lapins européens. Outre le fait que peu de choses sont connues sur le cycle du virus 
myxomateux, par rapport à la somme de connaissances dont on dispose sur celui du virus de 
la vaccine (prototype de la famille), un autre intérêt de l’étude de ce virus réside dans la 
compréhension de son spectre d’hôte particulièrement restreint. Nous avons choisi d’étudier 
le MYXV par une approche morphologique, car il existe une relation étroite entre sa 
constitution propre et son pouvoir infectieux. On retrouve les principales formes infectieuses 
ou intermédiaires déjà décrites chez la vaccine. Ceci fût l’objet d’une première étude qui nous 
a permis de caractériser ses différentes formes virales (Extracellular Enveloped Virus, 
Intracellular Mature Virus, Cell-associated Enveloped Virus, Intracellular  Enveloped Virus, 
Intracellular Virus, Croissants viraux, viroplasmes), ainsi que de déterminer la durée du cycle 
viral sur la base de l’analyse de cultures cellulaires infectées. L’approche ultrastructurale de 
l’étude de la morphogenèse est intéressante à plusieurs titres. Non seulement elle permet de 
visualiser directement les évènements se succédant lors de l’infection, depuis la pénétration 
du virus dans la cellule jusqu’à sa libération, mais également, elle permet de mettre en 
évidence la relation étroite qui existe entre la morphologie des deux formes infectieuses (IMV 
et EEV), et leur capacité d’infection. Ceci a fait l’objet d’études qui ont permis la distinction 
et la caractérisation efficaces des formes IMV et EEV sur un plan morphologique ainsi 
qu’immunologique (par l’utilisation de techniques d’immunocytochimie), et la caractérisation 
de leur pouvoir infectieux qui est le reflet de leur constitution (forme simplement ou 
doublement enveloppée). 
De plus, lors de l’étude des interactions tardives au cours du cycle viral il a été observé des 
phénomènes de dissémination de cellule à cellule, qui semblent identiques à ceux observés 
chez le virus de la vaccine, et dépendant, vraisemblablement, du cytosquelette. Ceci fût l’objet 
d’une autre investigation prenant appui non seulement sur les méthodes de microscopie 
électronique à transmission et à balayage mais également en microscopie confocale. De façon 
plus marquante il a été mis en évidence un phénomène de dissémination rarement décris dans 
la littérature et faisant intervenir un type de structures que nous avons nommé corridors 
cytoplasmiques. Une autre partie de cette étude a été consacrée aux phénomènes qui 
concernent les restrictions tissulaires et d’hôtes. Après avoir identifié les cellules permissives 
et les non permissives, nous avons essayé de comprendre pourquoi un type cellulaire permet 
la réalisation d’un cycle infectieux normal (lytique) alors que pour un autre, la morphogenèse 
est soit inéxistante (pas de pénétration, ou pénétration sans cycle viral), soit bloquée à un 
stade qu’il a été intéressant de déterminer par une approche ultrastructurale.  
___________________________________________________________________________
Mots-clés : poxvirus, virus myxomateux, cycle viral, morphogenèse, microscopie 
électronique 
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3Abstract
 Little is known about morphogenesis of Myxoma virus (MYXV), compared to the 
extensively studied Vaccinia virus (VACV) maturation process. The aim of this study was to 
have a better knowledge about morphogenesis and replication cycle of MYXV. 
The first part of this work consisted in a morphological, ultrastructural and 
immunological characterization of the two main viral forms, IMV and EEV, by using electron 
microscopy approach, negative and positive staining with and without immunogold labeling. 
On thin sections of infected cells, we observed and characterized enveloped viral forms : Cell-
associated Enveloped Virion (CEV), Extracellular Enveloped Virion (EEV), and Intracellular 
Enveloped Virion (IEV), and single enveloped viral form : Intracellular Mature Virus (IMV). 
In order to characterize the virus cycle life, we have determined the main stages of 
assembly of MYXV by following their kinetic (Transmission Electron Microscopy – TEM) 
which are similar to those seen with VACV : factories, crescents, Immature Virion (IV), IMV, 
IEV, CEV, EEV.
Just after adsorption, viral particle penetrates the cell by endocytosis and/or 
phagocytosis. Netherveless, most of the virus is clustered in large vesicles and remain in the 
cytoplasm during a long time after infection, this could correspond to another entry process, 
macropinocytosis. 
The second part of this study focused on the modifications of morphology of infected 
cells during the whole viral cycle life by using mainly the SEM technique. This approach has 
allowed us to confirm the existence of morphological changes of infected cells by appearance 
of a few striking structures - lamellipodium, enlarged microvilli - and a decrease of normal 
structures, microvilli which become less abundant and long. 
Moreover, we attempted to define more precisely what was the implication of cytosqueleton 
during viral cycle – intracellular movements and release of viral particles. Therefore confocal 
and TEM microscopy were used. We always noticed that microtubules and enveloped viral 
forms colocalized. On TEM micrographs a close relation between IEVs and microtubules 
confirmed the use of microtubules for intracellular movement of IEVs. We have shown an 
evident colocalization between enveloped virus, microtubules and actin which correspond to 
specialized microvilli with one virus on their tip, abundantly described in the literature. 
Unlike earlier studies, we noticed as much CEVs as IEVs in relation with these microvilli, 
indicating that CEVs as IEVs are able to give rise to the polymerization of actin tail. 
Moreover, an extensive ultrastructural and confocal observation has allowed us to visualize 
another process for MYXV egress different from exocytosis or specialized microvilli:  
cytoplasmic corridor. Cytoplasmic passages linking several cells were observed by confocal 
microscopy. Few IEVs were seen inside them. These observations were confirmed by another 
technique, TEM. The cytoplasmic corridors seen, clearly show few virions (IEVs) running 
into these extensions to infect neighbouring cells. These could correspond to the enlarged 
microvilli and/or lamellipodium already seen by SEM. These structures are observed more 
frequently than specialized microvilli and are easier to observe than the former, because of 
their size. This implies the existence of a new spreading process for MYXV, cytoplasmic 
corridors, which permit the virus to avoid the immune response by remaining in the cytoplasm 
of infected cells until it is released into the neighbouring cell. 
Finally, we attempted to define the key step that is defective in morphogenesis during 
an infection of non productive cells (Bovine Turbinate cells).  
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AVANT PROPOS
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Avant Propos
Le virus myxomateux (MYXV) circule depuis longtemps dans des populations de 
lapins américains du genre Sylvilagus. L’introduction du lapin européen (Oryctolagus
cuniculus) en Amérique du sud a révélé l’existence de ce virus à la fin du XIXème siècle. Dès 
lors l’intérêt qu’il a suscité s’est trouvé partagé entre le désir de l’utiliser comme un moyen 
d’éradiquer le lapin en tant que nuisible et la crainte qu’il ne paraisse une menace pour le 
lapin en tant qu’animal d’élevage ou gibier. 
Quelques années après la découverte du virus myxomateux par Sanarelli en 1898, 
Aragão (9) propose aux autorités australiennes d’utiliser le MYXV en tant qu’arme 
biologique contre un animal qui commence alors à pulluler dangereusement en Australie. Les 
premières tentatives d’infections volontaires de lapins en Australie s’avèrent infructueuses et 
il faudra attendre 1951 pour que des résultats spectaculaires soient atteints. Les échos de ce 
succès arrivent rapidement jusqu’en Europe et seront bientôt responsables d’une véritable 
« catastrophe écologique ». En effet, Le Docteur Armand Dellile, médecin dans la région 
parisienne, fait importer du virus myxomateux de la collection de Lausanne pour se 
débarrasser des lapins qui infestent sa propriété. Mais son efficacité ira bien au-delà puisque 
quelques semaines plus tard après cette expérimentation hasardeuse la maladie diffuse dans 
toute la France, puis dans l’Europe entière. L’impact est considérable à l’époque, notamment 
en France, où la production et la chasse du lapin sont très développées. 
Depuis cette époque, la myxomatose, considérée "maladie légalement réputée 
contagieuse" en France jusqu'en 1995, continue de sévir et constitue une menace sur les 
élevages et dépeuple régulièrement les garennes. Les efforts de recherche vont s'organiser 
pour faire face à l'arrivée soudaine de cette maladie exotique. Si des vaccins hétérologues ou 
homologues sont rapidement proposés, il apparaît que le contrôle à long terme de cette 
maladie suppose un travail de fond sur le virus. Le laboratoire de maladies contagieuses de 
l'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT) (devenue l’équipe IHVV de l’UMR 
INRA-ENVT 1225) s'est engagé déjà depuis quelques années dans ce travail. Le travail sur le 
modèle porte sur de nouveaux vaccins, l'étude des facteurs de pathogénicité, et plus 
récemment des modalités d'entrée et du spectre d'hôte du virus. Sur le plan international, la 
recherche sur le virus myxomateux implique d'autres laboratoires ou unités, telles que le 
groupe de G. McFadden (Université d'Ontario, Canada), qui a joué un rôle majeur dans l'étude 
des interactions hôte-virus, et des chercheurs australiens du CSIRO (Center for Scientific and 
Industrial Research for Australia), qui ont étudié les modalités de diffusion virale au sein des 
populations sauvages et exploré les moyens de limiter leur prolifération ou on choisit le parti 
du virus en lui faisant exprimer l'hémagglutinine du virus influenza pour en augmenter la 
virulence (158). Mais ceci n'est qu'un exemple de l'ambiguïté du statut du lapin, tantôt 
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considéré comme nuisible ou bien protégé pour ses atouts (viande, fourrure, poils, animal de 
laboratoire, animal de compagnie). 
Dans le cadre de l’étude de la physiopathologie de la myxomatose, la visualisation des 
phénomènes d'interactions virus-cellule est un passage obligé permettant de compléter les 
avancées moléculaires qui ont lieu dans le domaine. En particulier, les techniques d’imagerie 
mises en œuvre au cours de notre travail éclairent les mécanismes d'infection que ce soit en 
contexte permissif ou non permissif.
Après avoir présenté et décrit les différentes caractéristiques de la Famille des 
Poxviridae nous nous focaliserons sur les données bibliographiques mettant en exergue les 
points de désaccord sur certaines étapes clés au cours du cycle d'infection viral. Puis, nous 
présenterons la démarche que nous avons suivi au cours de notre travail de thèse ainsi que les 
axes de notre recherche qui se divisent essentiellement en deux : les interactions précoces de 
l’infection, et les étapes tardives de morphogenèse.  
Exemple de quelques léporidés
Sylvilagus auduboni (lapin américain)
Lepus europaeus (lièvre commun)Oryctolagus cuniculus (lapin européen)
15
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I- Caractères généraux des Poxvirus 
 A- Classification 
Actuellement, la famille des Poxviridae est classée en deux sous-familles dont les membres 
infectent soit les Vertébrés (Chordopoxvirinae) soit les Invertébrés (Entomopoxvirinae). Les 
Chordopoxvirinae sont eux-mêmes subdivisés en 8 genres (324). Le virus prototype de la 
famille est le virus de la vaccine (VACV), appartenant aux Orthopoxvirus. Il a longtemps été 
utilisé pour la vaccination contre la variole, causée par un autre poxvirus et qui eut un profond 
impact sur l'histoire humaine, jusqu'à l'éradication de cette maladie en 1980 (90, 94, 156). De 
plus, le virus de la Vaccine a été le premier virus animal observé en microscopie, cultivé sur 
culture de tissus, titré avec exactitude, purifié physiquement, et analysé d'un point de vue 
chimique (208).
Le virus myxomateux quant à lui appartient au genre Leporipoxvirus, comme le virus du 
fibrome de Shope (SFV), agent d’une hyperplasie fibromateuse chez le lapin européen et le 
lapin américain du genre Sylvilagus (276). Le SFV est d’ailleurs utilisé pour la vaccination 
hétérologue contre la myxomatose (277). Les différents genres et leurs principales espèces 
sont décrits dans le tableau 1 : 
Tableau 1 : Les membres de la sous-famille des Chordopoxvirinae (89, 349).
Genre Espèce type Principales autres espèces
Orthopoxvirus Virus de la vaccine (VACV) Mouse pox (ectromélie), 
cowpox – v.de la variole du buffle
virus de la variole du chameau
v. de la variole du singe 
virus de la variole humaine
Parapoxvirus Orf virus Virus de l'ecthyma contagieux
Virus de la stomatite papuleuse
Pseudocowpox
Avipoxvirus Virus de la variole aviaire
(fowlpox)
Virus de la variole du canari
Virus de la variole du dindon
Virus de la variole du pigeon
Virus de la variole de la caille
Capripoxvirus Virus de la clavelée Virus de la variole caprine
Lumpy skin disease virus
Leporipoxvirus Virus de la myxomatose
(MYXV)
Virus du fibrome de Shope
Virus du fibrome de Lièvre
Virus du fibrome de l'écureuil
Suipoxvirus Virus de la variole porcine
Molluscipoxvirus Virus du Molluscum 
contagiosum
Yatapoxvirus Tanapox virus de l'homme Virus de la tumeur Yaba du singe
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 B- Structure des Poxvirus 
En fait il s’avère que de très nombreux points de désaccords continuent à persister sur la 
morphogenèse des poxvirus ainsi que sur leur structure propre.  
Ceci repose sur le fait que plusieurs formes virales coexistent pour un virus donné, en plus 
d’intermédiaires viraux. 
De nombreuses études ont été réalisées par une approche morphologique (Microscopie 
électronique) soit pour analyser la topographie de la particule virale soit pour déterminer la 
structure profonde.
1- Structure des virions 
Les poxvirus sont de forme parallélépipédique ovale, de 300 à 400 nm de long (324) et sont  
les plus gros virus animaux connus après le mimivirus (>400nm), unique membre de la 
famille des Mimiviridae (168). Cependant, il semble que la détermination avec exactitude des 
dimensions du virion ne soit pas aussi aisée à définir qu’il n’y paraît (48), même si les 
données recueillies semblent être globalement en accord avec celles fournies lors d’études 
anciennes (62, 95). Les valeurs de l’estimation semblent dépendre de la technique utilisée. 
Ainsi, les données recueillies par cryoélectromicroscopie (109, 254, 289) semblent donner 
310x210x140 nm pour le VACV. Une étude utilisant l’AFM (Microscopie à Force Atomique) 
suggère une ellipsoïde aplatie ayant comme dimensions 350x300x265 nm (185). Enfin des 
données récentes semblent définir une forme en barrique, de 360x270x250 (54).
On peut donc dire que ces trois études utilisant des approches différentes, suggèrent une 
forme en ellipse aplatie ou en barrique mais laissent certains doutes quant au ratio longueur, 
largeur, hauteur.  
Les principaux composés du virion de la vaccine (prototype de la famille) sont représentés par 
environ 90% de protéines, 5% de lipides et 3,2% d'ADN, le reste étant composé d'ARN et de 
carbohydrates. Plus d'une centaine de protéines entrent dans la composition du virion des 
poxvirus (55, 56, 80, 96, 141, 144, 190, 207, 219, 265, 305, 332, 345, 356).
Les principales formes virales :
Il est maintenant bien établi que le virus de la vaccine se retrouve sous plusieurs formes 
virales : La nature et le nombre d'enveloppes virales permet de distinguer le VACV selon 
quatre formes distinctes (208) : les IMV (Virions Intracellulaires Matures), les EEV (Virions 
Extracellulaires Enveloppés), les CEV (Virions Enveloppés associés à la membrane de la 
Cellule) et les IEV (Virions Intracellulaires Enveloppés). Une autre dénomination à vue le 
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jour plus récemment (48). On parle de Mature Virus pour désigner les particules IMV, de 
Wrapped Virus pour les IEV et d’ Extracellular Virus pour les EEV et CEV. 
Les IMV et les EEV/CEV (48, 208, 280, 282, 291) constituent les deux formes infectieuses.
D’autres études ont démontré l’existence de plusieurs formes virales également pour le 
MYXV (8, 236, 306, 308). Les formes IMV représentent la très grande majorité de la 
progénie virale et restent séquestrées dans le cytoplasme de la cellule hôte jusqu'à la lyse 
cellulaire (48, 280). Cette forme est la plus résistante et serait adaptée au passage du virus 
d'un hôte à l'autre (283). Les formes EEV se retrouvent dans le milieu extracellulaire 
uniquement après sortie de la cellule. Elle est ultra-minoritaire au sein de la progénie virale (
1%) (282). Cette forme est caractérisée par une enveloppe surnuméraire (254, 267, 291) par 
rapport à la forme intracellulaire, ce qui lui confère des propriétés singulières en terme de 
reconnaissance des cellules cibles (326), de protection contre les effecteurs du système 
immunitaire (173, 176, 328) (les EEV sont résistants à la neutralisation par les anticorps (139)
et à la lyse par le complément) et de capacité d’infection (176, 195, 284). Cette dernière forme 
semble plutôt responsable de la dissémination au sein de l’organisme (145).
Les formes EEV tirent leur propriétés de leur membrane externe, qui pourtant est fragile ; ceci 
posant d'importants problèmes méthodologiques de purification, la rupture de l'enveloppe 
externe transformant les EEV en "IMV-like" (283).
Eléments structuraux des virions : 
D’un point de vue structural on différencie plusieurs entités : le "core" viral – la membrane – 
l'enveloppe (Fig 1)(48, 150, 108, 109, 208).
Le "core" : Délimité par une paroi abritant le génome viral. La paroi externe du « core » viral 
possède une structure striée. Cette paroi du core est elle-même composée de deux couches : 
- une externe, la plus épaisse (17 nm d’épaisseur), et possédant une structure 
striée en palissade, d’où son nom de « couche palissadique » » (48, 72, 74, 
343, 345). Cette « palissade » est composée d’un treillis de « chevilles 
protéiques » parfois hexagonales ou  cylindriques (72, 75, 343).
- la plus interne, lisse, (de 8 nm d’épaisseur).  
Il paraît communément admis que la paroi du core ne serait pas entourée d’une bicouche 
lipidique (48).
La membrane, elle, enveloppe le core. Elle est constituée de phospholipides et de protéines 
dont certaines sont la cible d'anticorps produits au cours de l'infection virale (48, 55, 56). Sa 
composition est différente de celle de la cellule hôte (48). A l’heure actuelle, 22 protéines ont 
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été localisées sur la membrane virale (48).
Pour une particule intracellulaire IMV (Figure 1), on s’accorde à distinguer deux limites 
membranaires (=domaines membranaires) dont l’estimation de l’épaisseur varie (54, 72, 95, 
130, 141). Cependant, il faut savoir que lorsqu’on utilise le terme « membrane » pour définir 
la limite la plus externe de l’IMV, cela définit deux domaines structuraux beaucoup plus 
complexes qu’une simple et unique bicouche lipidique membranaire. Malgré cela il doit 
exister au moins une bicouche lipidique dans la composition de la membrane de l’IMV 
correspondant vraisemblablement au domaine le plus interne de cette membrane virale (130).
Il a été également décrit des structures supplémentaires dans les concavités du core 
remplissant les espaces entre la paroi du core et la membrane, nommées "corps latéraux" (= 
lateral bodies) (321). De telles structures seraient de nature protéique (75, 141, 265), mais leur 
existence est soumise à interprétation (53, 108, 166) et pour certains correspondrait à des 
artéfacts de préparation (71, 72).
Figure 1 : Représentation schématique d’un orthopoxvirus ; forme extracellulaire (EEV) 
(droite) et intracellulaire (IMV) (gauche) (324)
Un autre point de divergence demeure sur l’apparence de la surface des particules virales 
intracellulaires (IMV). Pour certains auteurs, cela semble dépendre de l’intégrité des 
particules et de la méthode de préparation : selon la technique employée, la structure des 
éléments tubulaires de surface (STEs, surface tubule elements) apparaît (57, 119, 185, 197, 
220, 221, 297, 343, 345) conférant à la particule un aspect en « mûre » (Figure 1).
Cependant la visualisation par des techniques de cryoelectromicroscopie révèle également des 
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particules (IMV) dépourvues d’une telle structure et possédant à la place « un domaine de 
surface » (48, 72, 109). Dubochet (71, 72) interprétait de telles structures (STEs) comme un 
artéfact de préparation dû à un stress osmotique, cependant la persistance de celles ci par 
d’autres techniques de visualisation  (ombrage métallique, freeze etching, AFM) (119, 185, 
197) et des évidences biochimiques pour l’existence de ces structures (345) suggèrent qu’elles
ne relèvent pas d’un artéfact. 
Une autre représentation schématique plus récente met en exergue les différentes « couches » 
et membranes d’une particule intracellulaire (Figure 2).
Figure 2 : Représentation schématique de la structure interne d’un virion du virus de la 
vaccine (48). Les sections du virion dans trois plans différents permettent de révéler les 
multiples couches, les concavités dans le core viral, les corps latéraux ainsi que la structure 
interne tubulaire (ADN). 
L’enveloppe, elle, n’existe que pour les formes pluri enveloppées. Elle peut soit provenir d’un 
bourgeonnement au travers la membrane plasmique cellulaire, soit être issue d’un 
enveloppement par un système membranaire d’origine cellulaire. Son mode d’acquisition 
ainsi que sa nature seront abordés dans le chapitre discussion.  
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2- Organisation du Génome 
Le core contient le génome viral, constitué d'une molécule unique d'ADN linéaire double-brin, 
riche en A-T (60 à 70 %), dont les extrémités sont constituées de boucles covalentes en 
épingles à cheveux (83, 324) (Figure 3). La taille de l'ADN varie de 130 à 375 Kpb dans 
l'ensemble de la famille (208, 324). Elle est de 161773 pb pour le virus myxomateux (34). Le 
séquençage complet de la souche Lausanne a été réalisé (34). La séquence complète d'autres 
poxvirus majeurs est également disponible telles que ; le virus de la vaccine (9, 102), le virus 
de la variole (191), le fowlpox (1) et d'autres encore. La séquence complète de la majorité des 
poxvirus est désormais consultable sur internet à l'adresse http://www.poxvirus.org/viruses.asp
Figure 3 : Représentation schématique du génome viral de Poxviridae (modèle : VACV). 
TIR : séquences Terminales Inversées Répétées (95). La région centrale comporte des gènes 
hautement conservés nécessaires à la réplication virale. Au niveau des TIR et dans les régions 
à proximité se trouvent essentiellement des gènes de pathogénicité. 
Le génome : La comparaison du génome entre tous les poxvirus séquencés révèle un set de 
91 gènes conservés au travers de la sous famille des Chordopoxvirinae. 49 de ces gènes se 
retrouvent communs au niveau de la famille des Poxviridae. L'organisation générale du 
génome est commune à tous les poxvirus : on distingue une région centrale très conservée au 
sein d'un genre où l'on retrouve les gènes essentiels pour le cycle viral, et des régions 
terminales répétées inversées (TIR) de 10 à 15 Kpb, codant essentiellement pour des facteurs 
de pathogénicité (208, 217). Plusieurs gènes du VACV codant des protéines spécifiques aux 
EEV ont d'ailleurs des homologues dans le génome du MYXV (34).
Le terme de « nucléoïde » est utilisé pour désigner la substructure contenant l’ADN viral 
vraisemblablement associé à des protéines (131, 132, 291, 292, 293). 
TIR
15kpb
TIR
15 kpb
kpb
Séquences uniques
130 kpb
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La rareté des séquences non-codantes, associée à l'absence d'introns ainsi qu'à l'existence de 
nombreuses ORF de petite taille et de séquences promotrices courtes, contribuent à 
l'intégration d'environ 150 à 200 gènes dans le génome des poxvirus.
L'existence de gènes non-essentiels près des extrémités du génome et la capacité à intégrer 
jusqu'à 25 Kpb d'ADN étranger font, par ailleurs, des poxvirus, d'excellents vecteurs viraux 
(12, 20, 128, 203, 287).
De plus, le virus myxomateux a été utilisé comme vecteur pour la vaccination (12, 20) ou 
pour l'immunocontraception (128).
C- Cycle viral 
Cycle viral homogène : Il s'agit également d'un caractère commun à l'ensemble de la famille 
des Poxviridae. Le cycle de réplication à lieu dans le cytoplasme de la cellule hôte. On peut 
distinguer 6 phases au cours du cycle (Figure 4) : l'adsorption – l'entrée (pénétration) - le 
déshabillage viral (uncoating) – la réplication – l'assemblage des constituants viraux 
(morphogenèse stricto sensu) – et la sortie virale (bourgeonnement ou autres mécanismes de 
formation des virions extracellulaires).  
Le cycle de réplication des poxvirus a été étudié en détail et à l'échelle moléculaire en prenant 
pour modèle le VACV. Le cycle se déroule intégralement dans le cytoplasme des cellules 
hôtes et sa durée varie de 8 h  à 12 h pour le VACV.   
Les principales étapes de la morphogenèse ont été déterminées par d’anciens travaux, 
réalisées sur le VACV, à partir d’études en microscopie électronique sur des cultures 
cellulaires infectées de manière synchrone (59, 63).
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Figure 4 : Le cycle de réplication des Poxviridae – modèle VACV. 1- Attachement à la 
cellule, 2- Pénétration dans la cellule hôte et libération du core dans le cytoplasme, 3- 
Transcription des gènes précoces, 4- Déshabillage du core, 5- Réplication de l’ADN et 
formation de concatémères, 6- Transcription des gènes intermédiaires, 7- Transcription des 
gènes Tardifs, 8- Début de l’assemblage viral avec les premiers fragments de membrane, 9- 
Résolution des concatémères et incorporation de l’ADN. Formation des IV. 10- Maturation et 
formation des IMV, 11- Acquisition d’une double enveloppe (IEV), 12- Migration vers la 
surface cellulaire via le cytosquelette, 13- Fusion avec la membrane plasmique, formation des 
CEV et libération des EEV. 
Leur cycle se déroulant entièrement dans le cytoplasme de la cellule infectée, les Poxviridae
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sont relativement autonomes pour les processus de réplication et transcription qui ont 
habituellement lieu dans le noyau pour les virus à ADN (208). Ils codent leurs propres 
enzymes et principaux facteurs de transcription. Les Poxviridae sont, avec le virus de la peste 
porcine africaine, les seuls virus animaux à ADN connus qui synthétisent leur ARNm dans le 
cytoplasme de la cellule infectée. Ils possèdent un système de transcription complet des gènes 
précoces permettant d’initier la synthèse d’ARN avant même la fin du processus de 
décapsidation ce qui leur permet de coder pour leurs propres enzymes et facteurs de 
transcription (48, 108, 208). Il existe une activation séquentielle de gènes précoces (pré 
réplicatifs), transcrits avant la réplication du génome viral, des gènes intermédiaires et gènes 
tardifs, transcrits après. Les mécanismes de transcription semblent conservés au sein de la 
famille (29). Une même ARN polymérase à 9 sous unités est utilisée pour la transcription des 
trois types de gènes. 
1- Entrée du virion dans la cellule hôte 
 a) Fixation et adsorption
Elle commence tout d'abord par des interactions électrostatiques (58) suivies ou non par 
des interactions physiques (187, 208). A l'heure actuelle, la présence présumée de récepteurs 
cellulaires spécifiques pour les formes virales IMV et/ou EEV n'est toujours pas démontrée ni 
pour le MYXV (111, 123, 154, 170) ni pour le VACV (326), même si certains auteurs 
défendent cette hypothèse (77, 99, 173, 192, 209, 280, 282, 326).
Il apparaît vraisemblable que des interactions peu spécifiques, via des héparanes et/ou 
chondroïtine sulfates interviennent dans les contacts précoces entre les IMV et la cellule cible. 
Une telle liaison à ces récepteurs à été décrite chez le MYXV (42). Par contre la dépendance à 
la laminine, protéine de la matrice extracellulaire, évoquée chez le VACV n’a pas été 
rapportée chez le MYXV (175). Ainsi les protéines A27L, D8L, et H3L du VACV se fixent 
aux glycosaminoglycanes présents à la surface des cellules (36, 42, 135, 136, 178). Les 
protéines A28L et H2R sont également indispensables à l'entrée des IMV du VACV dans la 
cellule (274). Si l'utilisation originale des récepteurs aux chimiokines CCR5 et CXCR4 par le 
MYXV à été évoquée (170), ce parallèle séduisant entre MYXV et HIV n'a pas été confirmé 
et les résultats n'ont pu être reproduits (192).
Enfin, l'entrée des IMV du VACV dépend aussi de leur fixation à la laminine, protéine de la 
matrice extracellulaire (175).
 b) Pénétration
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 Plusieurs mécanismes de pénétration des poxvirus dans les cellules cibles ont été 
proposés. La façon dont pénètre la particule virale dans la cellule est fortement compliquée 
par le fait qu’il existe deux formes virales infectieuses. Les particules virales sont ensuite 
internalisées dans la cellule hôte (278) par un processus qui reste encore à déterminer (283).
Phagocytose
Selon certains auteurs la pénétration virale pourrait s’effectuer selon le mode de la 
phagocytose qui pourrait en partie s’expliquer par la taille de la particule virale suffisamment 
grosse pour impliquer un tel phénomène d’internalisation (60, 63, 164, 262,) avec cependant 
un bémol pour certains auteurs qui proposent que la particule IMV ne serait pas internalisée 
dans sa totalité mais demeurerait à l’extérieur de la cellule (164). Cela est également décrit 
chez d’autres virus que les Poxvirus. Des études récentes (264) suggèrent une voie d'entrée 
pour les Rotavirus, qui ne dépendrait ni des clathrines, ni des caveolines mais qui ferait plutôt 
intervenir le cholestérol et la dynamine, lesquels sont supposés jouer un rôle important dans 
les phénomènes de phagocytose.  
Endocytose
Certains éléments semblent nécessaires pour qu’une particule IMV soit internalisée par 
endocytose (313). Mais si le mode d’entrée de la forme IMV n’est pas encore totalement 
élucidée, il semble que les mécanismes d'entrée dans la cellule des EEV soient encore plus 
controversés. On dispose de peu de renseignements concernant les interactions des EEV avec 
la cellule. Selon certains auteurs, les EEV pénètreraient par endocytose et seraient pris en 
charge par des vésicules intracellulaires. Le pH acide des vésicules induirait la rupture de 
l'enveloppe externe et le core serait libéré par fusion de la membrane des IMV sous jacents 
avec celle des vésicules (139, 327).
Injection du core
Selon les travaux de Krinjse-Locker et al (164), si les formes IMV ont besoin de se lier à des 
récepteurs membranaires, il semble que les formes EEV aient réussi à développer la capacité 
d'entrer dans la cellule de manière silencieuse. Selon elle les membranes virales 
demeureraient à l'extérieur de la cellule hôte pour les deux formes virales, pour les IMV (164,
229, 289) comme pour les EEV, alors que le core viral traverserait la membrane plasmique 
d'une manière qui est toujours non élucidée. Quant à Sodeik et al (289), ils optent aussi pour 
une sorte de dépliement membranaire de l'enveloppe virale à la surface de la membrane 
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plasmique, qui concernerait les deux formes (IMV et EEV), et qui conduirait à relarguer le 
core viral afin qu'il puisse pénétrer dans le cytoplasme de la cellule hôte. Parfois la limite 
entre injection du core viral ou fusion membranaire est difficile à déterminer (209).
Macropinocytose
 Ce phénomène a été décrit assez récemment pour d’autres types de virus (HIV, 181,
188).  Il s’agit d’une voie d’endocytose, indépendante de récepteur, et spécifique à des types 
cellulaires. On observe pour le début du phénomène un plissement de la membrane plasmique 
dépendant de l’actine. Les macropinosomes qui en découlent sont de larges vésicules (0,2 à 3 
μm)(188). Ce phénomène a été décrit très récemment pour le virus VACV (201). Il aurait 
plusieurs avantages : il permettrait l’entrée dans les cellules cibles de grosses particules 
virales qui ne pourraient pas entrer d’une autre façon, il permettrait au virus de pouvoir entrer 
dans de nombreuses lignées cellulaires, et enfin il lui permettrait d’éviter la réponse 
immunitaire. 
Rupture de l’enveloppe externe puis fusion (EEV)
Un autre mécanisme a été proposé, sur les bases d'observations en microscopie 
électronique : la membrane des  EEV (VACV) se romprait au contact de la membrane 
cellulaire (245), comme précédemment suggéré pour les IMV. Cela impliquerait cependant 
des polyanions tels que les glycosaminoglycanes cellulaires ainsi que les protéines virales 
B5R et A34R (37, 174), puis la membrane resterait à l'extérieur de la cellule, la particule IMV 
ainsi libérée pénètrerait par fusion membranaire (37, 174).
Endocytose et fusion membranaire
D'autres auteurs proposent un mécanisme différent d'entrée pour chaque forme virale : 
endocytose pour les EEV et fusion pour les IMV (327).
Fusion membranaire
D'autres travaux antérieurs étaient plutôt favorables à un processus de fusion membranaire 
entre l'enveloppe virale de la particule IMV et/ou EEV, et la membrane cellulaire (38, 70, 
106, 130).
L'hypothèse la plus généralement acceptée à présent, semble être la pénétration par fusion 
membranaire (38, 209, 222, 272, 273, 274, 282, 314) favorisant indirectement le modèle pour 
une seule bicouche lipidique de l’IMV (48). Certains auteurs pensent même que les deux 
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formes virales pénètreraient par fusion membranaire (70). Certaines images de microscopie 
électronique démontrent d'ailleurs la continuité des membranes virales et cellulaire (37). Les 
IMV déclencheraient un signal intracellulaire à l'origine de protrusions membranaires 
actiniques, essentielles pour la pénétration dans la cellule (164). Il semble donc qu’il existe un 
compromis sur la manière dont pénétreraient les IMV ; par fusion entre la membrane 
plasmique et l’enveloppe virale libérant ainsi le core viral et les corps latéraux dans le 
cytoplasme (36, 43). 
En conclusion, plusieurs mécanismes d'entrée semblent impliqués dans la pénétration du virus 
de la Vaccine. Même si pour l'instant la manière dont pénètre la particule virale reste toujours 
l'objet de discussions dans la littérature (48, 245, 273, 283), il faut savoir que ces différents 
mécanismes complexes ne sont pas forcément mutuellement exclusifs. Plusieurs virus peuvent 
infecter une même cellule, chaque core internalisé donnant lieu à un site de réplication viral 
distinct (186).
c) le déshabillage viral – "uncoating"
Des travaux très récents semblent apporter un éclairage nouveau sur les interactions virus-
cellule. .Jusque là, peu de choses étaient connues sur les intermédiaires de désassemblage 
(VACV). Ces nouveaux travaux (53) semblent affirmer que la surface cellulaire induirait des 
changements de conformation de la particule virale, notamment une décondensation de 
l’ADN viral, étape indispensable pour libérer le génome dans le cytoplasme, et assurer sa 
réplication 
Après être entré dans la cellule le virion subit un déshabillage complet conduisant à la 
libération de l'ADN viral dans le cytoplasme. Il y a perte de ses structures en deux temps.  
- Perte des phospholipides et d'une partie des protéines du virus ; le génome viral 
restant protégé à l'intérieur du core. 
- Puis, désintégration du core viral. On pense que le complexe nucléoprotéique traverse 
les parois du core en cours de désagrégation (60, 208, 229) rendant l’ADN viral 
accessibles aux DNAses. 
 d) Utilisation du cytosquelette pour un transport cellulaire  
Directement après la pénétration virale le virus utilise le système de transport cellulaire (179)
pour être véhiculé jusqu'à la région périnucléaire, il s'agit là d'un transport rétrograde (186,
196, 234, 288). L’organisation générale des microtubules peut se trouver totalement affectée 
lors d’une infection virale (235). Krijnse-Locker et al.,(164), ont notamment mis en évidence 
l'utilisation de l'actine par le VV pour son entrée dans la cellule.
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  2- Expression et régulation des gènes viraux 
L’expression des gènes est séquentielle. On distingue ainsi les gènes précoces, transcrits avant 
la réplication du génome viral, des gènes intermédiaires et gènes tardifs, transcrits après.  
Cette succession d’évènements contrôle l’expression des gènes : la transcription des gènes 
intermédiaires nécessite l’intervention de protéines exprimées précocement, celle des gènes 
tardifs faisant appel aux protéines intermédiaires et celle des gènes précoces aux protéines 
tardives qui sont encapsidées et disponibles pour le cycle suivant. 
a) Expression des gènes précoces
 Les gènes précoces représentent environ la moitié des gènes du VACV. Les premiers 
transcrits apparaissent dans les minutes qui suivent l'entrée du virus dans la cellule. Ils sont 
synthétisés dans le core viral encore intègre. Ceci est possible grâce à la présence, dans le 
core, d'une enzyme de coiffage des ARNm, d'une poly(A) polymérase et d'une 2'-O-
methyltransférase, en plus de la machinerie nécessaire à la synthèse d'ARN. 
 Les transcrits s'échappent ensuite par des pores situés à la surface du core, et sont 
traduits via les ribosomes cellulaires. La transcription des gènes précoces ne semble ainsi faire 
appel à aucune protéine cellulaire (29).
Les promoteurs précoces ont une taille de 30 pb environ. Ils possèdent un résidu guanine 
presque toujours placé à – 21 ou – 22 en amont du site d'initiation de la transcription, et 
flanqué par des régions variables riches en AT (66).
 Les séquences régulatrices sont assez conservées entre les genres, puisque des 
promoteurs d'Avipoxvirus peuvent fonctionner chez le VACV et vice versa. 
Ceci est également valable pour les Leporipoxvirus (180). La transcription s'initie en général 
15 à 30 bases en aval du promoteur (34).
Le signal de terminaison de la transcription des gènes précoces est situé juste en aval de l'ORF 
et est représenté par la séquence TTTTTNT. Cette séquence a été identifiée non seulement 
chez le VACV, mais aussi à la fin de certains gènes d'Avipoxvirus, de Capripoxvirus et de 
Leporipoxvirus dont le MYXV, ce qui suggère un emploi général chez les Poxviridae.
Les protéines impliquées dans la réplication de l'ADN , la biosynthèse des nucléotides, la 
transcription des gènes intermédiaires mais aussi de nombreux mécanismes d'échappement 
aux défenses de l'hôte sont exprimées précocement. 
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b) Réplication du génome viral
 Après désintégration du core, l'ADN devient totalement accessible aux enzymes. La 
réplication de l'ADN se déroule de façon autonome dans le cytoplasme de la cellule infectée, 
à l'aide d'enzymes d'origine exclusivement virale. L'ADN viral nu pourrait s'associer aux 
membranes du réticulum endoplasmique (REL) qui l'enveloppent pour former un 
compartiment dans lequel la réplication s'initierait (186, 310).
Au début du cycle, la boucle de chaque télomère de l'ADN viral est coupée par une 
endonucléase spécifique. Les télomères poxviraux sont, par analogie aux chromosomes 
eucaryotes, des séquences d'ADN non codantes situées aux extrémités de la molécule linéaire 
d'ADN viral. C'est dans les télomères qu'ont lieu, de toute évidence, l'initiation et la 
terminaison de la réplication (68). Néanmoins, il ne semble pas exister d'origine de réplication 
spécifique.
Pendant la réplication de l'ADN, chaque extrémité en épingle à cheveux du télomère est 
momentanément convertie en palindrome imparfait dont l'axe de symétrie est situé à la fin de 
la boucle d'origine. Plusieurs unités génomiques linéaires se juxtaposent au niveau de la 
structure palindromique du télomère viral et forment des concatémères de haut poids 
moléculaire, considérés comme des intermédiaires de réplication. Les concatémères sont 
ensuite transformés en molécules d'ADN matures qui seront incorporés dans les particules 
virales, en fin de processus infectieux.  
De nouvelles protéines virales et cellulaires importantes pour la réplication ont été récemment 
identifiées (310).
La réplication virale a lieu au niveau de zones homogènes et denses aux électrons, totalement 
dépourvus d'organites cellulaires, appelés viroplasmes (« factories » ou « viral factories » (19,
58, 63, 116, 150, 151, 153, 206, 208, 236, 304, 308, 350) ou « DNA factories » (48, 310).
C'est également au niveau de ces mêmes zones qu'apparaîtront les toutes premières structures 
virales.
c) Expression des gènes intermédiaires et tardifs
La transcription de ces gènes nécessite la synthèse de novo de l'ARN polymérase (133). Elle 
requiert également la participation de protéines de la cellule hôte (114, 258).
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  3- Assemblage et maturation des virions 
En ce qui concerne la morphogenèse stricto sensu la plupart des données recueillies sont 
basées sur les études qui ont été faites principalement sur le virus de la Vaccine (19, 48, 54, 
58, 59, 61, 63, 72, 137, 150, 153, 208, 244, 267, 283, 284, 291, 316, 350), même si quelques 
travaux citent le virus myxomateux (236, 306, 308). 
De nombreuses protéines virales (22 localisées dans l’enveloppe, 47 au niveau du 
core) impliquées dans la morphogenèse des virions ont déjà été identifiées (48) et d'autres 
sont découvertes régulièrement (43, 48).
Après la phase d’éclipse (phase où la réplication et la transcription sont actives), 
pendant laquelle aucun évènement n'est à proprement parlé, visible, apparaissent les premiers 
éléments structuraux attestant du démarrage de la morphogenèse. Ceci à lieu aux alentours de 
8 heures post infection (208, 348).
 a) Origine de la première enveloppe virale ?  
Les tous premiers éléments structuraux qui apparaissent sont représentés par des fragments 
discrets de membranes virales en cours d'édification (19, 48, 63, 82, 116, 153, 206, 208, 236, 
247, 304, 306, 347). La nature de cette première membrane virale est très controversée dans la 
littérature. Les premières études réalisées sur le virus de la vaccine mentionnaient l’existence 
d’une seule membrane lipidique constituant la première enveloppe virale (130, 81) et
synthétisée de novo (61). Cette proposition de modèle, unique en son genre dans le monde de 
la biologie (continuité de tout système membranaire ; 225), a perduré un certain temps (130)
avant de se trouver confrontée à d’autres modèles faisant intervenir plusieurs bicouches 
lipidiques (donc plusieurs membranes) dérivées d’un système membranaire cellulaire 
préexistant et dont les extrémités seraient fusionnées (54, 165, 248, 251, 261, 291) ou pas (79,
244, 254), même si apparemment aucun marqueur membranaire de la cellule ne semble 
présent sur la membrane virale (161). Certains avancent l'hypothèse selon laquelle elle 
pourrait résulter de la fusion de petites vésicules issues d'organites cellulaires (307, 316) à 
l’identique de ce qui existe chez d’autres virus (4, 44, 45, 46, 260, 250).
 b) Une ou plusieurs membranes ?  
Mais, si l'origine fait actuellement l’objet d’âpres discussions, le nombre de bicouches 
lipidiques (membranes) n'en demeure pas moins tout aussi flou. Si certains privilégient une 
seule bicouche lipidique constitutive (61, 81, 130), d'autres par contre optent plutôt pour 
plusieurs bicouches phospholipidiques (54, 79, 108, 165, 244, 246, 248, 251, 254, 261, 289, 
291).
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Cependant, il semblerait à présent admis que cette toute première membrane virale ne 
soit constituée que d’une seule bicouche lipidique (48).
 c) Croissants viraux 
Puis très rapidement on voit apparaître des structures en forme de croissant (241) qui 
consistent en une "bordure en brosse" constituée de spicules (48, 61, 206 , 244, 303, 345) sur 
la face convexe, et à du matériel granulaire adjacent du coté concave. Sur la plupart des 
clichés en microscopie électronique ces croissants apparaissent constitués de deux couches 
distinctes, la plus interne, lisse, possédant un aspect tri lamellaire d’une bicouche lipidique et 
la plus externe composée, elle, de ces projections en forme de spicules (204, 206). Ces 
structures en croissant contiendraient une seule bicouche lipidique sous un échafaudage 
protéique (protéine D13, 110).
Ces prémices de la morphogenèse virale apparaissent au niveau de zones cytoplasmiques à 
la fois très discrètes et repérables par leur dénuement de tout organite cellulaire : les 
viroplasmes (« virus factories ») (244), siège de la réplication virale (59, 116), suffisamment 
caractéristiques pour être repérables sans avoir besoin de marquage immunologique 
spécifique (48, 310). Le terme de « viroplasme » définit le matériel granuleux remplissant les 
IV, parfois cela constitue de larges plages cytoplasmiques définissant des domaines : les 
viroplasmes.
 d) Virons Immatures (IV)
Par la suite ces croissants viraux se développent en Virions immatures (IV) sphériques dans 
lesquels a lieu la condensation du nucléoïde (59, 78, 108, 110, 206), représentant l'information 
génétique virale.
 e) Virions Matures Intracellulaires (IMV)
Ces IV évoluent encore en subissant ce qui semble être des clivages protéolytiques (5, 6, 22, 
154, 177, 210, 279, 298, 319, 320, 329, 331, 344) du core pour se transformer en l'une des 
deux formes infectieuses (IMV) après incorporation de la nucléoprotéine. Ces clivages sont 
probablement responsables de la transition et du passage de la forme immature sphérique à la 
forme intracellulaire mature et de la caractérisation d'un point de vue morphologique et 
biochimique de la structure du core de l'IMV.
Récemment, il a été démontré que certaines protéines du réseau trans golgien (Trans 
Golgi Network (TGN)) seraient impliquées pour la maturation et la transition de l’IV en IMV 
(3). Les IMV sont rapidement formés dans le cytoplasme des cellules infectées. On leur 
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attribue "classiquement" une seule membrane (37, 61, 81, 130). 
 f) Formes intracellulaire pluri-enveloppées / Origine de l’enveloppe des IEV 
Puis, une partie de ces formes IMV est enveloppée par un compartiment cellulaire 
membranaire (107, 169, 200, 270) pour former un intermédiaire viral possédant toutes les 
capacités pour l'infection virale – une particule intracellulaire « enveloppée » (IEV, 
Intracellular Enveloped Virus) (27, 76, 111, 118, 138, 155, 161, 182, 208, 254, 264, 267, 308, 
322).
Certains affirment que les IMV sont enveloppés par une citerne membranaire dérivée du 
réseau trans-golgien (TGN) (267, 338, 339), d'autres disent qu'elle serait plutôt d'origine 
endoplasmique (REL ou REG) (260, 308), endosomale (311) ou Golgienne (121, 249, 348).
Actuellement l'origine de cette "seconde" enveloppe virale reste à élucider. 
 g) Virions Extracellulaires Enveloppés (EEV) / Virions Enveloppés associés à la 
 Cellule (CEV) 
Puis ces IEV migrent en périphérie cellulaire grâce aux microtubules (235, 286) où leur 
membrane la plus externe fusionne avec la membrane plasmique pour libérer une particule 
appelée EEV (Extracellular Enveloped Virus) si elle est directement rejetée dans le milieu 
extracellulaire ou une particule qui reste accolée à la membrane plasmique, du coté externe, et 
qu'on qualifie de CEV (Cell associated-Enveloped Virus) (48, 208). EEV et CEV sont 
indiscernables sur un plan morphologique. Ils contiennent une membrane de plus que les IMV 
et une de moins que les IEV (10, 24, 25, 122, 124, 139, 142, 145, 176, 184, 208, 215, 280, 
282, 284, 295, 325, 328, 330). Leur enveloppe supplémentaire leur confère des propriétés 
particulières en terme de reconnaissance des cellules cibles et de protection contre les 
effecteurs du système immunitaire (173, 184, 268, 325, 328). Si les CEV assurent l'infection 
de cellule à cellule, les EEV eux permettent une dissémination virale sur de plus longues 
distances (145, 283, 284). Une autre possibilité existe pour l'acquisition d'une enveloppe 
surnuméraire par l'IMV. Cette particule peut migrer à la périphérie cellulaire puis 
bourgeonner au travers de la membrane plasmique, donnant ainsi naissance à une particule 
extracellulaire. Ce mode opératoire a été décrit chez le virus de la vaccine pour certains 
couples virus-cellules (199, 281) et également chez d'autres Poxvirus (115). On ignore ce qui 
permet au virus de privilégier tel ou tel mode de sortie. 
 h) Interactions tardives / transport antérograde
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Certains virus (26, 40, 51) comme le VACV par exemple détournent à leur profit le 
cytosquelette (162, 134, 103, 252) afin de pouvoir sortir de la cellule. (101, 123, 299, 338, 
339, 346) à l'instar de ce que certaines bactéries pathogènes intracellulaires font (309).
Il semble à présent clairement établi, que l'ensemble du cytosquelette est sollicité. 
Dans un premier temps le réseau de microtubules serait mis à contribution pour permettre au 
virus de gagner la périphérie cellulaire (129, 242, 264, 322, 337, 338), puis, il atteindrait la 
membrane plasmique (CEV) où il induirait la polymérisation des filaments d'actine (120, 129, 
205, 211, 239, 242, 259, 263) qui formeraient un véritable faisceau le propulsant vers 
l'extérieur pour permettre d'infecter une autre cellule voisine (50, 218, 240, 256, 257, 353).
Cependant, cette polymérisation d’actine, contrairement à ce qui  semble se produire pour les 
bactéries, est orientée (52, 96, 97). Ce phénomène semble important dans la dissémination du 
virus de cellule à cellule et l'infection de proche en proche. Cela se traduit par la formation de 
microvillosités à l'intérieur desquelles des faisceaux d'actine propulsent la particule virale à 
son extrémité (50, 101, 193, 211). De plus il semble que cette voie de sortie dépendante de 
l'actine permette au virus de se soustraire en partie à la réponse immunitaire de l'hôte (50, 101, 
211).
II- La myxomatose 
A- Pouvoir pathogène et réponse immunitaire 
La myxomatose est une maladie du lapin européen Oryctolagus cuniculus (92). Elle est 
systémique et rapidement létale, et se caractérise par l’apparition sur l’animal de larges 
lésions cutanées mucoïdes, nommées « myxomes », dont la première description remonte en 
1896 à l’Institut d’Hygiène de Montevideo. Les Hôtes naturels du MYXV sont les lapins 
américains de type Sylvilagus. Chez ces animaux, la maladie est bénigne (fibrome cutané 
uniquement), il n’est relevé aucune immunodépression générale.  
Il semble ainsi que le MYXV ait franchi une barrière d’espèce pour provoquer chez le lapin 
européen cette maladie fulgurante, accompagnée d’un tableau clinique très caractéristique 
d’immunodépression généralisée avant la mort de l’animal.  
1- Pathogénie 
Le MYXV est transmis de façon passive par voie transcutanée par certains arthropodes 
piqueurs, comme le moustique et la puce, à partir des lésions cutanées des animaux infectés et 
il se multiplie de façon intensive chez Oryctolagus cuniculus.
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Très tôt, il a été démontré que le virus était transmis mécaniquement par les moustiques des 
genres Aedes et Anopheles, sans que l'on observe de réplication chez ces intermédiaires (92).
Les puces, notamment la puce spécifique du lapin, Spilopsyllus cuniculi, joueraient aussi un 
rôle important dans la transmission du virus en zone tempérée, en pérennisant la présence du 
virus au sein d'un terrier au cours de l'hiver, alors que les moustiques sont en diapause. Dans 
des environnements confinés, dans un terrier ou dans un élevage de type industriel, le virus 
peut également se transmettre par aérosols. Cela explique notamment l'épidémiologie 
totalement originale de la myxomatose "respiratoire" ou amyxomateuse dans les élevages.  
Enfin, le virus myxomateux peut aussi se transmettre par voie séminale : un lapin mâle 
excrète le virus dans son sperme dès la phase pré-symptomatique et jusqu'à 15 jours après 
guérison chez les animaux survivants (157).
Après un repas sanguin, l’arthropode piqueur permet au MYXV d’infecter directement les 
cellules du derme, majoritairement les cellules dendritiques. Il est clairement établi que ces 
cellules représentent le site primaire de réplication du MYXV (21) (Figure 5).
24 heures après inoculation, le virus est détectable au niveau des nœuds lymphatiques 
drainant le site d’inoculation. Le virus est ensuite disséminé à partir du nœud lymphatique aux 
autres tissus, principalement, poumons, testicules et peau. 
Le virus n’est pas retrouvé dans le sérum mais dans la fraction des globules blancs (93), ce 
qui est certainement à mettre en relation avec la prise en charge des virions par les 
macrophages tissulaires.  
Le MYXV se réplique donc dans les lymphocytes et les macrophages, et le 
dysfonctionnement de ces cellules clés du système immunitaire explique le tableau général 
d’immunodépression caractéristique de la maladie 
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Figure 5: Pathogénie du MYXV chez le lapin européen. L’arthropode vecteur, au cours de 
son repas, permet au MYXV d’infecter des cellules dendritiques où il pourra se répliquer 
(flèche rouge). Celles-ci vont migrer jusqu’au nœud lymphatique drainant où les  lymphocytes 
T seront à leur tour infectés. Le virus se réplique entraînant une diminution du nombre de 
lymphocytes T à ce niveau. Le virus est ensuite disséminé à partir du nœud lymphatique vers 
d’autres organes tels que les poumons, les testicules et la peau. 
Par contact direct  Par contact direct
dissémination
arthropode 
piqueur vecteur
cellule 
dendritique
nœud
lymphatique
poumons testicules
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Les signes cliniques se manifestent dès le 2ème jour post infection avec notamment une 
lésion cutanée érythémateuse au site d’inoculation progressant en une lésion œdémateuse, le 
myxome primaire, pouvant atteindre plusieurs centimètres de diamètre et apparaissant au 
niveau du point d’inoculation (152) (Figure 6). Des myxomes secondaires envahissent 
paupières et zone anogénitale, et des écoulements muqueux puis purulents sont parallèlement 
souvent remarqués dans la sphère oculonasale. Ces myxomes secondaires attestent la 
dissémination du virus, vraisemblablement par voie lymphatique. Elle est associée à une 
immunodépression se traduisant par des surinfections bactériennes (essentiellement à 
Pasteurella multocida et Bordetella bronchiseptica).
A partir du 6-8ème jour, des myxomes secondaires envahissent le corps de l’animal. La mort 
intervient vers le 10-12ème jour de l’infection dans les formes les plus graves suite aux 
destructions tissulaires, et au dépérissement associé à la malnutrition.  
Ce tableau "classique" se produit après infection avec les souches de référence, telle que la 
souche Lausanne, introduite en Europe en 1952 par Armand Delille, d'origine brésilienne 
(Brasil/Campinas/1949) (87), et la souche introduite en Australie (souche Moses) ; la souche 
de référence Toulouse 1 (ou "T1") utilisée au Laboratoire, est certainement dérivée de la 
souche Lausanne.  
Figure 6 : Forme classique de myxomatose induite par la souche T1. 
La cause précise de la mort est encore à déterminer, même si les surinfections bactériennes de 
la sphère respiratoire liées à l’immunodépression sont souvent évoquées (189).
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Cependant, dans le cas où les lapins sont atteints de manière aiguë, il semble que les lésions 
pulmonaires soient superficielles (159). D’autres auteurs avaient pensé à l’asphyxie causée 
par l’obstruction nasale (127) mais là encore, ceci ne peut expliquer la mort des lapins 
infectés de manière aigüe.  
Des études doivent être poursuivies pour déterminer la cause exacte de la mort de lapins 
atteints par le MYXV.  
Les lapins qui survivent à l’infection par le MYXV sont généralement considérés comme 
résistants définitivement à la maladie.  
Très vite, les expériences de dissémination volontaire du virus à des fins de lutte biologique 
ont donné lieu à l'émergence de souches dont le niveau de pathogénicité était très variable : 
les lapins infectés par ces souches présentaient des myxomes plus discrets et les taux de 
létalité pouvaient aller jusqu'à 50-60%, contre 100% pour les souches virulentes de référence. 
Des grades de virulence ont été définis afin de classer ces souches selon leur pouvoir 
pathogène. On distingue 5 grades de virulence, en fonction du temps moyen de survie et du 
taux de mortalité (tableau 2).
Tableau 2 : Critères de définition des grades de virulence de souches de MYXV (Adapté de 
Fenner et Marshall, 87).
Grade de virulence Temps moyen de survie Taux de mortalité (%)
I  13 jours  99
II 14-16 jours 95-99
III 17-28 jours 70-95
IIIA 17-22 jours 90-95
IIIB 23-28 jours 70-90
IV 29-50 jours 50-70
V Non applicable  50
Les souches de Grade I, les plus virulentes, constituent les souches de référence. Elles 
provoquent les premiers signes cliniques au bout de 3 jours post-inoculation et entraînent la 
mort de plus de 99% des lapins en moins de 13 jours.  
Cette évaluation de la virulence, fondée essentiellement sur le temps moyen de survie, est 
contestée : elle donnerait une idée peu fidèle de la virulence des souches par rapport au taux 
de mortalité.  
Les souches les plus atténuées occasionnent des formes bénignes : les lésions sont plus 
localisées et peu exsudatives. A ces formes classiques, il faut ajouter depuis la fin des années 
70 des formes caractérisées par une forte réduction du tropisme cutané, avec des myxomes 
très discrets (30). Les signes cliniques concernent surtout les yeux (conjonctivite 
mucopurulente), les organes génitaux, entraînant souvent la stérilité à long terme des 
animaux, les symptômes respiratoires sont prépondérants, d'où la dénomination de "formes 
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respiratoires". Il est néanmoins préférable de parler de formes amyxomateuses (absence de 
myxomes). Les raisons de cette modification d’expression clinique ne sont pas connues, les 
génomes des souches virales identifiées jusqu’ici comme responsables de cette forme n’ayant 
pas été séquencés. Qui plus est, la définition du "myxome" demeure encore assez floue. 
Classiquement, le myxome, qu'il s'agisse de la lésion primaire au point d'inoculation, ou des 
lésions secondaires cutanées ou viscérales, est décrit comme une prolifération de cellules 
mésenchymateuses non différenciées, appelées "cellules myxomateuses". Elles ont 
l'apparence de fibroblastes étoilés et présentent de nombreuses déformations nucléaires. Les 
cellules endothéliales peuvent aussi proliférer, au point d'obstruer le capillaire et provoquer la 
nécrose du territoire infecté. Les cellules infectées présentent fréquemment des corps 
d'inclusions intra-cytoplasmiques basophiles, appelés "corps de Splendore" (152).
2- Réponse immunitaire 
Les lapins développent des Ig M, et Ig G contre le virus. Si ces anticorps peuvent neutraliser 
le virus, il apparaît qu’ils ne protègent pas les lapins de la mort, comme en témoignent les 
expériences d’immunisation passive avec une mortalité observée de 17 lapins/20 après 
transfert d’un sérum immun contre le MYXV, puis épreuve avec le virus (88). De plus les 
vaccins à virus inactivés n’ont pas permis de protéger les lapins contre la myxomatose, alors 
même que des anticorps étaient produits (92), ceci au contraire des vaccins à virus atténués, 
qui eux sont bien protecteurs. 
Ainsi, même si des anticorps préexistants peuvent conférer une relative protection, Il 
semblerait que, comme pour les autres poxvirus, la réponse à médiation cellulaire soit 
déterminante dans le contrôle de l’infection par le MYXV.  
 B- Prophylaxie médicale et sanitaire : 
Les mesures de protection sanitaire fondées sur la lutte contre les insectes ne suffisent pas à se 
prémunir contre cette infection. Le recours à la vaccination est donc généralisé et fait appel à 
deux types de vaccins à virus vivants en France:  
- Le virus du fibrome de Shope, membre du même genre que le virus myxomateux 
(Leporipoxvirus), permet de protéger les lapins et présente une parfaite innocuité, mais 
son efficacité est limitée à 3 mois, ce qui suppose des rappels fréquents (275).
- La souche vaccinale SG33 est une souche homologue atténuée par passages en série 
sur des cellules de rein de lapin et fibroblastes d'embryon de poulet à 33°C. Sa mise au 
point a été effectuée à l'ENV de Toulouse par Saurat et Gilbert (266), d'où la 
dénomination SG33. Cette souche présente un excellent compromis entre innocuité et 
immunogénicité. Cependant quelques accidents post-vaccinaux, dans le contexte 
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d’élevages dont le statut sanitaire est très hétérogène, ont suggéré la persistance d'un 
pouvoir immunodépresseur résiduel (30). Ces "accidents" n'ont cependant jamais pu 
être reproduits en conditions expérimentales (Bertagnoli, communication 
personnelle). De plus il s’avère que le génome du SG33 a subi de nombreux 
remaniements (large délétion à son extrémité droite) interdisant une éventuelle 
réversion.
 C- Interaction Poxvirus/Hôtes 
La compréhension des interactions entre les poxvirus et leurs hôtes sont primordiales pour 
envisager l’utilisation des poxvirus en tant que vecteurs (vaccins et thérapie génique).  
Il est possible de schématiser l’interaction hôte-virus selon 3 niveaux de tropisme viral : 
-le tropisme au niveau cellulaire, mettant en jeu un certain nombre de d’interactions 
moléculaires qui peuvent expliquer la réplication permissive, semi-permissive ou 
abortive d’un virus dans un type de cellule donnée ;  
-le tropisme tissulaire ou organique, intermédiaire entre les deux autres niveaux ;  
    -le tropisme d’hôte, influencé par les deux premiers niveaux et par les réponses 
inflammatoires et immunitaires de l’hôte. Il va déterminer la pathogénie, la diffusion 
virale dans l’organisme infecté et la dissémination entre les organismes, en fonction 
des mécanismes élaborés par le virus pour échapper aux réponses de l’hôte (194)
(Tableau 3). 
Tableau 3 : Les membres du genre Leporipoxvirus et leur spectre d’hôte (89, 91, 349).
Virus Pathologie chez l'hôte 
naturel
Pathologie chez le lapin 
européen
Virus de la myxomatose
Virus du Fibrome de Shope
Virus du Fibrome malin du lapin
Virus du Fibrome de l'écureuil 
Virus du Fibrome du Lièvre
Sylvilagus sp : 
Myxome bénin localisé
Sylvilagus floridanus : 
Fibrome bénin localisé
ND
Sciurus sp : 
Fibromes multiples
Lepus sp : 
Fibromes cutanés localisées
Myxomatose généralisée et 
immunodépression
Fibrome bénin localisé sauf 
lapereau nouveau-né où il y a 
généralisation
Nodules dermiques, 
immunodépression généralisée
Non sensible
Fibromes bénins localisés
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De nombreuses protéines virales interviennent à différents niveaux pour moduler les 
interactions avec l’hôte, les facteurs du MYXV connus sont présentés ici (tableau 4).
Tableau 4 : Présentation des facteurs du MYXV impliqués dans les interactions du virus avec 
son hôte. 
1) Tropisme cellulaire 
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Particularités du tropisme cellulaire des poxvirus 
Pour beaucoup de virus, la liaison et l’entrée dans une cellule hôte permissive est déterminée 
par l’interaction entre des protéines virales et leurs récepteurs spécifiques à la surface de leur 
cellule hôte. Bien que des éléments semblent favoriser la permissivité de certaines cellules 
pour les virus (41), aucun récepteur spécifique n’a été identifié jusqu’à présent. De façon 
générale, tous les déterminants cellulaires impliqués jusqu’à présent dans les phases 
d’attachement et d’entrée du virion dans la cellule sont des éléments de surface ubiquitaires, 
tels que les GAGs et les éléments de la MEC. Les poxvirus semblent donc capables d’infecter 
un large spectre de cellules de mammifères, le blocage apparaissant dans les événements 
intracellulaires en aval des étapes d’attachement, d’entrée et même d’expression virale 
précoce (146).
Facteurs d’hôte
Sur le génome des poxvirus, outre les gènes conservés à travers les genres et essentiels à la 
réplication et à la morphogenèse, il existe une deuxième catégorie de gènes, non essentiels, 
qui influencent le profil pathologique propre à chaque espèce virale, ce sont les gènes de 
virulence. Parmi ces derniers, les gènes de spectre d’hôte sont ceux pour lesquels la délétion 
entraîne une modification du tropisme cellulaire. Leur découverte s’est généralement faite de 
façon indirecte et fortuite. C’est, par exemple, le cas des protéines M-T5, M-T2, M-T4 et 
M11L du MYXV, qu’il a par la suite été possible de relier à des fonctions d’interférence avec 
les voies de signalisation intracellulaire. Récemment, le gène M063R a été impliqué dans le 
tropisme d’hôte sans que le mécanisme sous jacent ait encore été élucidé. Il est, en effet, 
essentiel pour la réplication des virus dans les cellules de lapin et pour le développement de la 
myxomatose chez l’hôte naturel (15).
Contrôle du cycle cellulaire 
Beaucoup de poxvirus sont capables d’exprimer des facteurs de croissance, mimant l’action 
de leurs homologues eucaryotes, les facteurs EGF (epidermal growth factor) ou VEGF 
(vascular endothelial growth factor). Il a été mis en évidence que le facteur de croissance 
VGF (vaccinia growth factor) du VACV, après avoir été sécrété hors de la cellule infectée, est 
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capable de stimuler la mitose et d’induire la prolifération des cellules quiescentes voisines, 
infectées ou non (31, 271). Son homologue MGF (myxoma growth factor), bien qu’il soit non 
essentiel pour la réplication virale in vitro, est à l’origine d’une diminution significative des 
manifestations cliniques chez le lapin européen in vivo lorsqu’il est délété (224). De façon 
plus intéressante, les homologues poxviraux d’EGF sont interchangeables d’une espèce virale 
à l’autre, et peuvent même remplacer les fonctions biologiques de leur équivalent cellulaire 
(217).
Contrôle de l’apoptose 
Tous les régulateurs poxviraux de l’apoptose connus à ce jour, sont des inhibiteurs, à un 
niveau ou un autre, de ses voies d’activation (85).
Le processus apoptotique, ou processus de mort programmée, est une sorte de suicide 
cellulaire qui peut être induit par une grande variété de stimuli, incluant des cytokines, des 
hormones, des virus, des substances chimiques ou des irradiations. La voie de l’apoptose peut 
être induite selon deux mécanismes. La voie mitochondriale (ou intrinsèque), dont les 
protéines clés sont les facteurs de la famille Bcl-2 et dont l’activation résulte en la libération 
soudaine et complète du cytochrome c des mitochondries dans le cytoplasme, entraînant à 
terme l’activation des caspases, effectrices de l’apoptose. Et la voie extrinsèque ou dite des 
récepteurs de mort, appartenant à la famille des récepteurs du TNF (tumor necrosis factor), et 
faisant intervenir le TNF et la voie des Fas-Fas ligand (117). Les multiples facteurs 
antiapoptotiques existant suggèrent que les Poxvirus ont mis en place de nombreuses 
stratégies pour influencer ce processus à différents niveaux. Devant la complexité de ces 
interactions, nous nous focaliserons sur les données existantes à propos du MYXV. 
Le facteur M-T2 :
Le facteur M-T2 a initialement été identifié comme un virorécepteur, c'est-à-dire un facteur 
viral mimant la fonction d’un récepteur cellulaire de façon à inhiber son action de façon 
compétitive, et plus précisément comme un homologue du récepteur au TNF (TNF-R). Le 
TNF a été initialement décrit pour son activité antitumorale, mais il possède des fonctions 
antivirales qui induisent l’inhibition de la réplication virale et l’apoptose des cellules 
infectées. Il est apparu que le facteur M-T2 possède deux fonctions distinctes, tant par les 
domaines protéiques fonctionnels impliqués que par la localisation cellulaire associée (351).
Sous sa forme sécrétée, il se lie et inhibe le TNF-R du lapin de façon espèce spécifique. Il 
aurait aussi une fonction anti-apoptotique dans les lymphocytes de lapin (183), plutôt liée à sa 
localisation cytoplasmique.   
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Le facteur M-T4 :
Le produit du gène M-T4 se localise dans le réticulum endoplasmique (RE) des cellules 
infectées. L’infection des lymphocytes de lapin avec un virus délété sur ce facteur entraîne 
l’induction rapide de l’apoptose comparé à la souche sauvage (17). Il a été suggéré que M-T4 
inhibe l’apoptose en interférant avec la fonction de BAP31, une protéine membranaire 
résidante du Réticulum Endoplasmique, qui forme un complexe avec Bcl-2/Bcl-XL et la 
procaspase-8, et est impliquée dans l’induction du phénomène apoptotique. Par ailleurs, 
l’interaction de M-T4 avec BAP31 semble perturber le transport des molécules du complexe 
majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I) au niveau du RE (355). Enfin, l’inoculation de 
lapins avec un virus délété sur le facteur M-T4 provoque une pathogénie largement atténuée 
qui s’accompagne d’une forte inflammation, montrant que ce facteur de virulence possède en 
plus de ses fonctions anti-apoptotiques des propriétés anti-inflammatoires (126).
Le facteur M-T5 :
L’atténuation des symptômes de myxomatose induite par la délétion du facteur viral M-T5 a 
montré qu’il s’agit d’un facteur de virulence critique, requis pour l’infection productive des 
cellules T dans les nœuds lymphatiques et permettant, par la suite, la dissémination du virus 
jusqu’aux sites secondaires d’infection (212). La protéine M-T5 possède 7 domaines à 
répétitions ankyrine à son extrémité N-terminale et un domaine F-Box localisé en C-terminal. 
Comme la majorité des protéines à motifs F-Box, elle interagit avec le complexe SCF (Skp, 
Culline, F-Box), qui est un complexe multi protéique facilitant l’ubiquitination des substrats 
du protéasome, via sa liaison à la Culline-1. Son rôle dans le complexe SCF permettrait la 
dégradation de protéines de régulation du cycle cellulaire, tel que p27/Kip 1, protégeant ainsi 
le virus de l’arrêt du cycle cellulaire induit par la réponse immune innée suite à l’infection 
(149). Il a aussi été décrit que M-T5 interviendrait dans la permissivité des cellules tumorales 
pour le MYXV, en activant la protéine Akt dans certaines cellules tumorales (335). Les 
propriétés anti-apoptotiques, la capacité à phoshoryler la protéine Akt cellulaire et le rôle dans 
la permissivité des cellules tumorales de M-T5 ont pu être confirmés par la possibilité de 
remplacer le facteur viral M-T5 par la protéine cellulaire PIKE-A (341). En effet, PIKE-A 
active Akt par liaison directe ; il est capable de restaurer la réplication virale des MYXVT5
dans les cellules tumorales et bloque l’induction de l’apoptose dans les cellules infectées 
(342).
Le facteur M11L : 
La protéine M11L se localise dans les mitochondries des cellules infectées grâce à une petite 
séquence carboxy-terminale (84). Dans les cellules en culture, elle empêche le changement de 
perméabilité de la membrane mitochondriale qui permet le relargage du cytochrome c et du 
facteur inducteur d’apoptose (AIF) dans le cytoplasme (86. Une étude montre que cette 
protéine forme un complexe avec la protéine Bak, de la famille Bcl-2, pour inhiber le 
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changement conformationnel et l’activation de la protéine pro-apoptotique Bax, prévenant 
ainsi le relargage du cytochrome c (301).
Le facteur SERP-2 : 
La protéine SERP-2 appartient à la superfamille des serpines (SERine Protéases INhibitor) 
(231), inhibiteurs irréversibles des sérines protéases qui régulent divers processus 
physiologiques tels que l’apoptose, l’inflammation, l’angiogénèse, l’activation du 
complément, la fibrinolyse ou la coagulation (355). Il a été initialement proposé que serp2 est 
un équivalent fonctionnel de CrmA des virus cowpox qui inhibe l’enzyme ICE (interleukine 
1 converting enzyme). Mais SERP-2 semble être un faible inhibiteur et ne forme pas de 
complexe stable avec ICE in vitro (317). Le rôle exact de SERP-2 dans la prévention de 
l’apoptose reste actuellement obscur. Cependant, les virus MYXVSERP-2 présentent une 
virulence largement atténuée chez le lapin in vivo, associée à une réponse inflammatoire 
robuste et des lymphocytes apoptotiques dans les nœuds lymphatiques (202).
Interférence avec les IFNs 
Plusieurs études montrent que l’activité des IFNs intervient dans le tropisme des MYXV. En 
effet, Wang et al (334) ont montré que l’infection des fibroblastes primaires murins est 
bloquée par la cascade de signalisation Erk-IFN-STAT1, et que l’inactivation du facteur Erk 
ou de la signalisation par le facteur de transcription STAT-1 lève le blocage et rend les 
fibroblastes primaires permissifs à l’infection. Par la suite, la permissivité des fibroblastes 
humains primaires à l’infection par le MYXV in vitro s’est elle aussi révélée dépendante de la 
réponse cellulaire aux IFNs, puisque la permissivité des cellules diminue avec les passages en 
culture tandis que la production d’IFN augmente (148).
Les IFNs ont d’abord été décrits comme des substances sécrétées des cellules et induisant la 
résistance des cellules voisines à l’infection virale. Il existe différents types d’IFN : les IFNs 
de type I (IFN- et IFN-), qui se lient à un récepteur commun (R-IFN/), et les IFNs de 
type II (IFN-), qui se lient à un récepteur différent (R-IFN). Les deux types d’IFNs ont une 
activité antivirale directe, sont pro-inflammatoires et ont une activité immunorégulatrice. En 
particulier, les IFN- favorisent la production de cytokines pro-inflammatoires et stimulent 
une réponse immunitaire de type TH1, passant notamment par la production de lymphocytes 
T cytotoxiques (LTc), importants pour la destruction des cellules infectées.  
Les effets antiviraux induits par la réponse IFN sont indirects et passent par l’expression de 
différents gènes. De façon schématique, la liaison des IFNs aux récepteurs appropriés entraîne 
une cascade d’évènements, passant par la phosphorylation des Jak kinases, l’activation des 
facteurs de transcription STAT, et la transcription des gènes IFN-induit. La PKR et la 2’5’-
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oligoadénylate synthétase (2’5’OS), protéines clé de la voie IFN, sont synthétisées par de tels 
gènes. Elles sont activées toutes les deux par les ARNdb produit communément lors de la 
réplication virale. Après sa liaison avec les ARNdb, la PKR activée va phosphoryler le facteur 
eIF2- et entraîner l’arrêt de la synthèse protéique. La 2’5’OS, une fois activée, synthétise les 
2’5’-oligoadénylates (2’5’oligoA) qui activent la ribonucléase RNaseL. Cette dernière 
dégrade rapidement les ARN et stoppe ainsi la synthèse protéique. Les poxvirus ont élaboré 
plusieurs stratégies pour contrecarrer la réponse aux IFNs, que ce soit au niveau de la 
production d’IFN, de l’interaction avec le récepteur ou de la transduction du signal (284).
Le facteur M-T7 : 
Le facteur M-T7 est un homologue sécrété du récepteur IFN- qui inhibe l’activité biologique 
de l’IFN- du lapin de façon espèce spécifique (321). Par la suite, il a été montré que M-T7 se 
liait à une large variété de chimiokines (171). Cette deuxième propriété semble empêcher 
l’interaction des chimiokines avec les GAGs présentes à la surface des cellules, inhibant ainsi 
l’invasion des cellules inflammatoires lors des réponses immunes innées et acquises (18).
Le facteur M029L/E3L : 
Il a été proposé que le facteur M029L serait impliqué dans l’inhibition des réponses 
antivirales, de part sa forte homologie avec les domaines critiques à la fonction anti-PKR et 
anti-2’5’OS de son homologue VACV E3L. En effet, la majorité des résidus de cette protéine, 
plus courte de 13 kDa (kiloDaltons) par rapport à E3L, sont similaires ou identiques à la partie 
C-terminale de la protéine E3L. Les résidus importants pour la fonction anti-PKR de E3L, 
identifiés sur la base d’analyse mutationnelle, sont strictement identiques ou conservés dans la 
séquence d’acides aminés (aa) de M029L. Enfin, elle présente aussi un tryptophane essentiel, 
W8, qui s’aligne au W66 de E3L (14).
La protéine E3L est une protéine de 24 kDa exprimée de façon précoce (352) lors de 
l’infection et jouant un rôle important dans l’inhibition des mécanismes de défense antivirale 
induite par les IFNs. Il a été montré qu'il s'agissait d'un facteur de spectre d'hôte, nécessaire à 
la réplication du VACV dans de nombreux types cellulaires (39), mais également d'un facteur 
de pathogénicité, dont la présence est requise pour une pathogénèse complète chez la souris 
(28). Il s’est avéré que c’est grâce à un domaine de liaison présent au niveau de sa partie C-
terminale, que E3L séquestre l'ARNdb néo synthétisé lors de la réplication virale et inhibe 
l'activation de la PKR et du système 2’-5’ OAS (285). E3L inhiberait aussi la PKR par une 
interaction directe entraînant la formation d’hétérodimères (253). Le domaine N-terminal 
n’est pas requis pour la liaison à l’ARNdb, mais dans le complexe E3-PKR-ARNdb, il 
interagirait avec le domaine protéine kinase de PKR, et le résidu W66, notamment, est requis 
pour cette interaction (253). La partie N-Terminale de E3L présente, en outre, une activité de 
liaison aux domaines Z de l'ADN : elle pourrait stabiliser ces domaines Z dans les régions 
promotrices de certains gènes, résultant probablement en leur transactivation (167). Garcia et
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al. (100), ont montré que l’expression de la protéine virale E3L dans des cellules murines 
3T3, entraînait l’inhibition de la réponse antivirale aux IFNs ainsi que l’apoptose induites par 
l’ARNdb, mais aussi que l’injection de ces cellules à des souris immunodéprimées résultait en 
la formation de tumeurs solides (100). La protéine E3L pourrait donc aussi avoir des 
propriétés oncogéniques.    
Le facteur M156R/K3L : 
Le facteur M156R possède une grande similarité de séquence avec un autre régulateur de 
PKR, le facteur VACV-K3L. Le gène M156R coderait une protéine de 12 kDa, ce qui est 
légèrement supérieure à la taille de K3L. Les résidus identifiés comme essentiels dans la 
fonction anti-PKR de K3L sont bien conservés dans M156R (14).
La protéine K3L est un homologue du facteur de transcription eIF2- et inhibe sa 
phosphorylation en se liant à sa place sur la kinase PKR (285).
Par la suite, il a été confirmé que la protéine M156R était effectivement un substrat pour la 
kinase PKR et pouvait être phosphorylée par celle-ci. La comparaison des structures des 
protéines virales MYXV-M156R et VACV-K3L et du facteur eIF2- humain, indique que les 
résidus important pour la liaison à PKR se trouvent dans des positions conservées, 
correspondant au motif de reconnaissance hypothétique de la kinase (238).
Le facteur M135R : 
Le gène M135R code une protéine de surface cellulaire dont la séquence en aa présente une 
bonne similarité avec la protéine B18R du VACV Western Reserve ou son homologue B19R 
du VACV Copenhague (14). Ces deux protéines sont des homologues solubles des récepteurs 
aux IFN/ et interférent avec la réponse anti-virale médiée par ces cytokines (333). Malgré 
ces homologies de séquences, une étude récente a montré que la protéine M135R exprimée 
précocement, venait se fixer à la membrane cellulaire par sa partie N-Terminale et n’était pas 
secrétée. De plus, bien qu’il s’agisse d’un facteur de virulence dont la délétion atténue 
sévèrement la pathogénie chez le lapin européen, elle ne semble pas interagir avec les IFN/
(16).
2) Interférence avec le système immunitaire de l’hôte 
La réponse de l’hôte à l’infection par les poxvirus est multifactorielle. Immédiatement après 
l’infection, des mécanismes non spécifiques (apoptose, complément, IFN, cytokines, cellules 
NK) servent de première ligne de défense. Ensuite, les RI adaptatives médiées par les cellules 
T cytotoxiques (LTc) et helper (LTh) prennent le relais.  Bien que les anticorps neutralisants 
soient impliqués dans la protection de l’hôte (notamment dans la prévention d’une 
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réinfection), la réponse immunitaire cellulaire joue un rôle particulièrement important et 
semble critique pour l’élimination du virus, notamment la RI de type Th1 (T helper 1). Il n’est 
donc pas étonnant que les Poxvirus codent de nombreux facteurs qui suppriment activement la 
RI innée et la RI cellulaire de type Th1.  
Inhibition de la réponse inflammatoire 
Il s’agit de la première ligne de défense de l’organisme, mise en place grâce à l’action de 
nombreuses molécules pro-inflammatoires, les cytokines. De même que pour l’apoptose ou la 
voie des IFNs, les poxvirus ont mis en place de nombreux facteurs pour contourner cette 
réponse, dont voici quelques exemples chez le MYXV.  
Le facteur M-T1 : 
Il s’agit d’une glycoprotéine sécrétée tout au long de l’infection par le MYXV. Elle se lie de 
façon non espèce-spécifique à un large spectre de chimiokines CC, inhibant leur activité de 
chimiotactisme in vitro et l’infiltration leucocytaire sur les sites infectieux in vivo (355).
Les serpines SERP-1 et SERP3 :
La protéine SERP-1 appartient à la famille des serpines, et inhibe tout un panel de sérine 
protéases du plasma in vitro qui sont toutes impliquées dans le chimiotactisme des cellules de 
l’inflammation in vivo (355). La délétion de la troisième serpine identifiée chez le MYXV, 
SERP3, n’a pas d’influence sur la réplication in vitro, mais atténue la pathogénie et la 
dissémination du virus vers les sites secondaires d’infection chez le lapin in vivo (113).
Le facteur MNF : 
La protéine MNF (myxoma nuclear factor) possède neuf répétitions ankyrine, dont la 
huitième est importante pour sa localisation nucléaire et présente des similarités avec le motif 
de localisation nucléaire d’IB (inhibiteur de NF-B). Dans des cellules traitées avec du 
TNF, elle colocalise d’ailleurs avec NF-B), facteur clé de la réponse inflammatoire. In vivo,
des lapins inoculés avec la souche MYXV délété pour MNF présentent une forte 
inflammation au site d’inoculation (35).
Le facteur M13L : 
L’identification et la caractérisation de M13L a montré qu’il s’agissait d’une protéine 
contenant un domaine pyrin (PYD), qui interagit avec le composant ASC-1 de 
l’inflammasome et inhibe la caspase-1 et la sécrétion des interleukines IL-1 et IL-18. Les 
virus inactif pour cette protéine ont un cycle viral abortif dans les monocytes et les 
lymphocytes in vitro. Ils sont remarquablement atténués dans leur hôte naturel, dû à une 
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dissémination virale réduite et une réponse inflammatoire augmentée sur le site d’inoculation 
(147).
M128L et M141R : 
La protéine de surface M128L possède des homologies significatives avec les protéines 
cellulaires CD47, qui sont associées à l’adhésion, l’activation, la mobilité et la phagocytose 
des leucocytes. Ce facteur viral est nécessaire pour la virulence complète du MYXV chez le 
lapin européen et sa délétion entraîne une augmentation du nombre de monocytes et 
macrophages activés durant l’infection (33).
La protéine de surface M141R partage des séquences aa similaires avec la famille des 
protéines CD200 (OX-2), impliquées dans l’activation des cellules de la lignée myéloïde. Il a 
été montré que M141R était requise pour le développement d’une myxomatose totalement 
virulente chez l’hôte naturel, et sa perte est à l’origine d’une augmentation du taux de 
macrophages activés dans les sites lésionnels et les nœuds lymphatiques drainant et du taux 
LT circulants activés. Au vu de ces résultats, le mécanisme d’action du facteur de virulence 
M141R pourrait consister en l’inhibition de la présentation des Ag aux LT par les 
macrophages (32).
Inhibition des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)  
Les molécules de CMH-I permettent la présentation des Ag viraux à la surface des cellules 
infectées aux récepteurs des LT CD8+ et induit la multiplication des LT CD8+ spécifiques.  
M-T4 :
Comme nous l’avons mentionné plus haut, en plus de sa fonction antiapoptotique, M-T4 
semble capable de perturber le transport des molécules du CMH-I au niveau du RE (355).
MV-LAP :
La protéine MV-LAP appartient à une famille de facteurs poxviraux et herpétiques impliqués 
dans la dérégulation des marqueurs immuns, les scrapines pour ‘surface cell recepteur 
abducteur proteins’ (112). Ces scrapines possèdent un domaine fonctionnel auquel est associé 
une activité E3 ligase qui entraîne l’ubiquitination de la queue cytoplasmique de ses cibles et, 
en conséquence, leur dégradation dans le protéasome. La protéine MV-LAP, localisée dans le 
RE, dérégule les molécules CMH-I (112) et le corécepteur CD4 des LT (187). Pour être 
complètement fonctionnelle, MV-LAP semble requérir un contexte particulier, dans lequel la 
localisation de la protéine mais aussi la présence d’un cofacteur viral spécifique encore 
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inconnu, semblent importants (47).
III- Objectifs des travaux de thèse 
Le but de cette étude était d'avoir une meilleure connaissance de la morphogenèse et du cycle
de réplication du virus myxomateux (MYXV). En effet, peu de données sont disponibles sur 
ce sujet comparativement à la masse d'informations concernant les processus de maturation du 
virus de la vaccine (VACV). 
Nos objectifs se sont principalement concentrés sur quatre axes de recherche : 
- Dans un premier temps il s’agissait d’identifier et de caractériser, sur un plan 
morphologique ainsi qu’immunologique, les deux principales formes virales, 
infectieuses, déjà identifiées pour le VACV. Pour cela nous avons fait appel aux 
techniques classiques de coloration négative en microscopie électronique à 
transmission (MET) couplée à une immunorévélation des deux formes 
caractéristiques supposées EEV et IMV. Nous nous sommes basés sur le fait que 
chacune des deux formes virales possédait des caractéristiques immunologiques 
distinctes et donc des antigènes de surfaces différents présents sur l’enveloppe 
virale la plus externe pour les deux formes. 
- Après avoir déterminé le cycle viral par MET, nous devions caractériser les formes 
virales ainsi que les intermédiaires viraux produits in situ  lors d’une infection de 
cellules permissives (RK13), en associant une analyse morphologique et 
immunologique afin de pouvoir comparer à ce qui se passe pour le VACV.   
- Nous devions également nous intéresser plus précisément aux interactions 
précoces (mode de pénétration pour le modèle utilisé : RK13) et tardives (mode de 
sortie virale privilégiée) qui ont lieu lors d’une infection virale de cellules 
permissives. En effet, nous voulions, entre autre, savoir si le MYXV utilisait le 
cytosquelette des cellules infectées lors du processus de sortie virale, et dans ce cas 
les modalités d’une telle utilisation, comme il l’a été rapporté pour le VACV. Pour 
cela, nous avons couplé les études par microscopie électronique à des études en 
microscopie confocale. 
- Enfin, l’un de nos objectifs consistait également, à tenter d’identifier, sur un plan 
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morphologique, les étapes clé dans l’arrêt de la morphogenèse du MYXV sur des 
cellules dites « non permissives » : Les Turbinates.  
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DONNEES EXPERIMENTALES 
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I- Résultats 
 A- Etude ultrastructurale de l’infection de cellules permissives. 
1- Caractérisation des particules virales produites in vitro
La première étape du travail entrepris consistait à se familiariser et à reconnaître les 
deux principales formes virales rencontrées d’un point de vue morphologique : les formes 
virales matures intracellulaires (IMV) et les formes virales enveloppées extracellulaires 
(EEV), et de s’assurer de l’intégrité des particules purifiées. Pour cela les particules virales 
ont été concentrées et/ou purifiées avant d’être observées en microscopie électronique à 
transmission.
a) Morphologie en coloration négative
    
Les particules isolées ont été adsorbées sur des grilles avant d’être contrastées par un 
« contrastant de fond ». La coloration négative ainsi réalisée a été préparée soit à partir 
d’acétate d’uranyle à 2 % aqueux soit à partir d’acide phosphotungstique en milieu aqueux à 1 
%.
IMV : On constate que les particules IMV possèdent la plupart du temps une forme de brique, 
cependant certains clichés font apparaître une forme plus polymorphe (Figure 1A) voire 
certaines fois sub-hexagonale (Figure 1B). Généralement la surface en tubules est clairement 
mise en évidence (Figure 1C) quelque soit le contrastant de fond utilisé, acide 
phosphotungstique ou acétate d’uranyle, même si ce dernier permet de mieux distinguer 
certains détails en ayant un léger rôle de contrastant positif. Cette surface « tubulaire » 
constitue la surface rugueuse (« rough surface »). D’une manière générale la structure de la 
particule virale IMV est assez bien visible par cette simple coloration. Sur certains clichés on 
peut visualiser de façon nette les différentes « couches » matérialisant les 
« enveloppes/membranes » délimitant la particule (Figure 1D).
Sur quelques clichés une relation topologique (des tubules apparaissent reliés à des citernes 
d’origine membranaire) est nettement discernable à la surface de particules virales 
apparemment collapsées (Figure 1E). D’autres fois, des extensions membranaires tubulaires 
plus ou moins longues s’étirent à partir de la particule elle même (Figures 1F,G).
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EEV : La plupart du temps les particules EEV se présentent regroupées, contrairement aux 
particules IMV. Dans les préparations concentrées, ces particules apparaissent de forme plutôt 
arrondie et possèdent un contenu homogène. Leur surface est lisse contrairement à celle des 
formes IMV qui ressemble à la surface d’une « mûre » (mulberry form). Ce qui différencie les 
deux formes est l’existence d’une enveloppe surnuméraire externe chez la forme EEV qui 
habituellement est clairement identifiable (Figure 2A), les deux profils membranaires étant
clairement visibles sur ce cliché. Occasionnellement il arrive que cette enveloppe soit 
partiellement ou totalement endommagée (Figures 2B, C) ce qui prouve l’extrême fragilité de 
celle-ci. Parfois cette enveloppe, qui recouvre la surface en tubule est perdue en partie ou 
collapsée révélant une aire en forme de fer à cheval sous jacente (Figures 2D ).
Il apparaît donc qu’il n’est pas toujours évident de pouvoir discerner les deux 
principales formes virales par le critère morphologique seul. 
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b) Identification par immunomarquage
Du fait de la difficulté d’identifier morphologiquement les deux formes virales suscitées et 
dans le but de pouvoir différencier spécifiquement ces deux formes sans ambiguïté, et afin de 
s’assurer de la spécificité de la technique d’immunomarquage, nous avons eu recours à la 
technique d’immunocytochimie sur coloration négative. Dans cette approche les anticorps ont 
seulement accès aux antigènes de surface de la particule. Les anticorps utilisés sont 
respectivement dirigés contre une protéine de surface M071L caractérisant la forme IMV et 
une protéine de surface M022L caractérisant les formes EEV. Ces deux protéines sont 
respectivement les deux homologues des protéines d’enveloppe H3L et F13L du virus de la 
Vaccine (34, 138) et considérées comme immunodominantes (122, 125, 144, 269). Le produit 
du gène H3L correspond à une protéine qui s’exprime tardivement durant l’infection (56) et 
qui s’accumule au niveau des viroplasmes. Elle s’insère dans la membrane virale en cours 
d’édification et semble nécessaire pour la maturation des IMV. Quant au produit du gène 
F13L (121, 228, 318), il s’agit d’une protéine acétylée requise pour la formation des EEV 
(269). Elle est présente dans le compartiment Golgien (255) et serait nécessaire pour la sortie 
virale (24, 73).
Toutes les particules IMV observées sont clairement marquées avec l’anti-M071L (Figure 3A),
la taille des particules d’or pouvant être variable (10 nm ou 15 nm). Les particules sont 
abondamment marquées qu’elles soient groupées (Figure 3B) ou isolées (Figure 3C). Sur 
certains clichés, des extensions provenant de l’enveloppe virale sont marquées elles aussi 
(Figure 3D). Le marquage est également évident sur les particules EEV avec l’anti-M022L et 
suffisant pour caractériser ces particules même en l’absence d’une reconnaissance 
morphologique (Figure 4).
Les différents témoins (voir annexe technique) ont permis de vérifier la spécificité des 
marquages.
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2- Caractérisation des formes virales et des intermédiaires viraux produits 
in situ. 
 a) Ultrastructure des cellules RK13 témoins 
Les cellules RK13 ont toutes les caractéristiques des cellules épithéliales. Le réticulum 
est très développé et nettement visible sur certains clichés (Figure 5A). Les cellules en cours 
de division sont fréquemment visibles tandis qu’elles ne le sont plus du tout lors d’infection. 
Sur certains clichés on peut voir distinctement différentes phases de division cellulaire, 
(Figure 5B), par exemple une anaphase (Figure 5C). A plus fort grossissement on peut voir 
très nettement les fibres du fuseau achromatique (Figure 5D). 
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 b) Ultrastructure des cellules RK13 infectées 
Après avoir caractérisé morphologiquement et immunologiquement les deux formes virales 
IMV et EEV purifiées, nous avons voulu les identifier lors d’une infection cellulaire in situ, et 
découvrir les différents intermédiaires viraux. Cette caractérisation a été menée à la fois sur 
un plan morphologique et immunologique.  
Des sections de cellules infectées par le MYXV à 20 heures post infection ont été réalisées, 
puis préparées pour la visualisation en microscopie électronique à transmission.  
Il est possible de voir certaines formes et/ou structures virales même à très faible 
grossissement (Figure 6). Les viroplasmes (« virus factories ») correspondent à des zones de 
cytoplasme dépourvues de tout organite cellulaire et riches en matériel viral. Les croissants 
viraux constitués d’une membrane virale, avec une « bordure en brosse » du coté externe et du 
matériel granulaire du coté interne constituent la première véritable structure repérable à 
l’intérieur de ces viroplasmes. Les Virus Immatures (IV) correspondent à des croissants 
viraux obturés et circulaires dans lesquels le génome viral se condense pour former le 
nucléoïde. Ils évoluent ensuite grâce à un processus de maturation et de clivages 
protéolytiques pour donner la première forme virale infectieuse, les Virus Matures 
Intracellulaire (IMV). Par la suite certains de ces IMV subissent un enveloppement par un 
système membranaire d’origine cellulaire pour donner un intermédiaire viral possédant toutes 
les potentialités d’infection, un Virus Intracellulaire Enveloppé (IEV). Celui-ci migre vers la 
périphérie cellulaire et est soit largué dans le milieu extracellulaire et donne ainsi la deuxième 
forme infectieuse, un Virus Extracellulaire Enveloppé (EEV), soit reste adhérant à la 
membrane plasmique du coté externe et forme un Virus Enveloppé associé à la Cellule 
(CEV). L’ensemble de la description morphologique des différentes formes virales sera repris 
lors de l’étude de la cinétique virale. 
Même si la reconnaissance ultrastructurale des différentes formes virales est dans la plupart 
des cas suffisante, il arrive que certains clichés ne permettent pas d’identifier 
morphologiquement la forme virale considérée. C’est pourquoi nous avons fait appel à la 
technique d’immunomarquage afin de pourvoir identifier sans aucun doute les formes virales 
observées.
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c) Détection immunologique des formes virales produites in situ 
Les coupes (20h p.i) sont traitées avec les anticorps spécifiques des formes virales que 
l’on veut visualiser. L’examen de la distribution des particules d’or colloïdal après marquage  
par l’anticorps anti-M071L sur les particules en formation indique que la grande majorité du 
marquage est localisé à la surface du core viral (Figures 7A, B, C). On note que les formes IV 
sont également marquées par l’anticorps anti-M071L et que le marquage se situe 
principalement en périphérie (Figures 7D, E), confirmant la position de la protéine sur la 
première enveloppe. De plus cela indique la présence de cette protéine très tôt durant les 
étapes précoces de la morphogénèse puisqu’elle est détectable dans les particules en cours 
d’édification (IV) (Figure 7F). Les formes virales plus tardives (IEV, EEV, CEV) sont 
également caractérisées d’un point de vue immunologique à l’aide d’anticorps dirigés contre 
la protéine d’enveloppe M022L (IEV Figure 8A, EEV Figure 8B, CEV Figure 8C). La 
majeure partie du marquage est nettement localisée sur l’enveloppe la plus externe de la 
particule (Figure 8D). La plupart du temps l’identification morphologique est facile et le 
marquage ne fait que confirmer cette reconnaissance (Figure 9A), mais certaines fois le 
marquage est la seule façon de pouvoir différencier la forme virale visualisée (Figure 9B).
La technique de double marquage (anticorps anti-M071L et anti-M022L) permet de 
différencier sur une même section les formes simplement enveloppées des formes pluri 
enveloppées (Figures 10A à 10D). Certains clichés montrent un marquage net du 
compartiment membranaire d’enveloppement d’un IMV (Figure 10E) ce qui implique que la 
protéine M022L y est déjà présente avant l’enveloppement de la particule. 
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3- Détermination du cycle viral
Il nous semblait important d’avoir une idée beaucoup plus précise du cycle du virus 
myxomateux et en particulier d’identifier les points divergents avec le virus de la vaccine. 
Nous avons ainsi réalisé une cinétique virale couplée à une étude en microscopie électronique. 
Des monocouches cellulaires RK13 ont été infectées par le MYXV à une m.o.i. de 8 et 
préparées à différents temps de prélèvement pour l’observation en MET. 
Le cycle viral à été divisé en deux principales étapes : la phase précoce (depuis l’adsorption 
jusqu'à la phase d’éclipse) - et la phase « post éclipse » ou phase tardive où les structures 
morphogénétiques deviennent visibles.  
a) Interactions précoces
Etapes d’adsorption : À 0 heure, de nombreuses particules virales sont observées en étroite 
association avec la membrane plasmique (Figure 11). Cela est permis grâce à la température à 
laquelle l’adsorption est réalisée (4°C), induisant le ralentissement considérable des 
phénomènes susceptibles d’entrainer la pénétration virale. Certains clichés semblent montrer 
un lien physique entre le virus et la surface de la cellule (Figures 11A, B). D’autres montrent 
une microvillosité en contact avec une particule virale (Figure 11C).
Etapes de pénétration : Il semble que les observations que nous avons réalisées mettent en 
évidence différents mode de pénétration de la particule virale.  
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La pénétration, réalisée à 37°C, suit très rapidement (15 minutes post infection) 
l’adsorption. Parmi les nombreuses observations réalisées nous avons rarement vu les tous 
premiers stades de la pénétration. Sans doute parce que ce phénomène est trop fugace. Sur la 
Figure 12A, une particule virale EEV pénètre dans la cellule. Des fragments membranaires 
sont visibles au point d’entrée, au niveau de la membrane cellulaire. Nous notons également 
une continuité entre l’enveloppe virale sous jacente et la membrane plasmique. Ces fragments 
semblent correspondre à l’enveloppe la plus externe de la particule virale. Ce type 
d’observation fait penser à un phénomène de fusion entre l’enveloppe virale et la membrane 
plasmique. Sur d’autres clichés (Figure 12B) on peut distinguer une extension filiforme 
émanant de la particule virale adsorbée. Certains clichés montrent des particules EEV 
entourées par des microvillosités cellulaires à l’instar d’un phénomène de phagocytose
(Figure 12C). D’autres mettent en évidence une invagination de la membrane plasmique au 
point de contact entre la particule virale et la membrane cellulaire (Figure 12D) faisant penser 
plutôt à des phénomènes d’endocytose. Enfin d’autres clichés montrent des particules virales 
qui commencent à être très étroitement entourées par des invaginations cytoplasmiques 
(Figure 12E) (endocytose ou phagocytose ?).
Au cours de cette phase on constate assez fréquemment des figures de « corps lamellaires » 
(Figure 13) correspondant à des évènements normaux de recyclage de lipides à des temps 
précoces (30 minutes post infection). De tels évènements ne sont plus visibles à des stades 
avancés d’infection virale et pendant toute la durée de la morphogenèse.     
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Une demi-heure après l’infection, de nombreuses particules virales sont visibles à 
l’intérieur du cytoplasme des cellules infectées. Certaines d’entre elles sont incluses dans une 
vacuole formée probablement à la surface cellulaire. Leur membrane la plus externe étant soit 
indemne (Figure 14A) soit en partir endommagées (Figure 14B).
A partir de cette étape et jusqu’à un stade tardif de la morphogenèse de nombreux virus sont 
regroupés dans de grosses vacuoles cytoplasmiques. De telles vacuoles ont des tailles 
variables et montrent soit de très nombreux virions accolés, soit des virions entremêlés avec 
divers éléments non organisés (Figures 15A à G). La taille de ces vacuoles peut être 
impressionnante et rivaliser avec celle du noyau (Figures 15D, E). Ce type d’observation fait 
penser à un phénomène qui commence à être décrit pour les virus dans la littérature et nommé 
la macropinocytose . En effet, les particules sont regroupées pratiquement intactes dans de 
grandes vacuoles et persistent pendant une grande partie du cycle viral.  
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D’autres clichés montrent des particules virales en contact direct avec le cytoplasme et 
montrant plusieurs enveloppes s’étirant autour de la particule elle même (Figure 16) et 
provenant de sa propre membrane. Simultanément des figures de désenveloppement à 
différents stades sont visibles un peu partout disséminées dans le cytoplasme (Figures 17A à 
D), certains clichés montrant des intermédiaire viraux (« uncoating figure ») juste en face de 
pores nucléaires (Figure 17D). 
Depuis le début de la phase d’éclipse (3 heures post infection) jusqu'à 8 heures post 
infection de nombreuses « figures myéliniques » apparaissent. Elles consistent en une 
structure multi lamellaire concentrique (Figures 18A, C). Parfois leur apparence est 
légèrement différente (Figures 18B, D). Celles-ci diffèrent des évènements normaux de 
recyclage lipidique que l’ on peut voir à l’intérieur des cellules au cours des tous premiers 
stades de l’infection virale (30 min post infection).  
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b) Etapes de la morphogenèse stricto sensu
L’assemblage de nouvelles particules virales commence par la formation de 
membranes discrètes à 8 heures p.i.. Celles ci apparaissent en périphérie de régions 
cytoplasmiques denses aux électrons, appelées viroplasmes qui sont repérables avant 
l’apparition des toutes premières structures virales. Ces viroplasmes se situent dans des zones 
du cytoplasme totalement dépourvus d’organites cellulaires (Figures 19, Fig 20). Des 
sections tangentielles et/ou transversales (Figure 20B) de cette première membrane virale 
peuvent révéler une structure multi lamellaire, d’autres sections obliques de cette même 
membrane peuvent elles, montrer une apparence totalement différente avec des spicules 
externes très nets (Figure 20C). Parfois, de telles sections peuvent mettre en évidence de 
fines lignes directionnelles à l’apparence d’un réseau cristallin (Figures 20D, E).
Vraisemblablement un tel réseau proviendrait de l’arrangement des sous unités de la surface 
virale (204, 300).
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Par la suite les croissants viraux ainsi que des IV (forme immatures) prennent naissance à 
l’intérieur des viroplasmes (Figure 21) (8h p.i.). Cette première structure morphologiquement 
distincte est une structure en forme de croissant qui consiste en une membrane possédant une 
« bordure en brosse » de spicules sur la face externe, et du matériel granulaire adjacent sur la 
face concave. A l’extrémité de certaines de ces structures, voire même de fragments de 
membrane virale, des boucles peuvent être visibles (Figures 21A à C). Certains clichés 
suggèrent une continuité entre de longues structures membranaires et l’enveloppe de ces 
croissants viraux (Figure 21D). Sur certains clichés on voit de façon très nette de nombreux 
éléments vésiculaires à proximité des croissants viraux (Figures 21E et F) ou liés à eux 
(Figure 21G). Parfois, ces éléments membranaires sont plus polymorphiques, plus lâches et 
moins organisés  et semblent se lier les uns aux autres pour former la membrane de l’IV avec 
parfois une adhésion à l’ADN viral (Figure 21H).
Les Virions Immatures sphériques (IV) (Figures 22A et B) sont formés par occlusion 
des croissants viraux. Ils contiennent tout le matériel viral nécessaire à leur réplication 
ultérieure, et subiront une phase de maturation avant de former le premier type de particule 
infectieuse intracellulaire (IMV). A fort grossissement on peut distinguer très nettement les 
spicules recouvrant la partie externe de la première enveloppe virale (Figure 22B).
Ces IV peuvent apparaître entourés par un compartiment membranaire cellulaire 
(REL)(Figure 22C). Certains IV montrent un double profil pour la première membrane. Sur 
la Figure 22D, la majeure partie de l’enveloppe possède un aspect classique tandis qu’une 
petite portion montre nettement la surface en spicules. Dans ces structures la condensation du 
matériel génomique , le nucléoïde (ADN), à lieu (Figure 23A). Cet ADN apparait très 
réfringent par rapport au reste du matériel viral. En fonction de l’angle de coupe on le voit soit 
sous forme d’un cône à arrangement pseudo cristallin (Figure 23A), soit sous forme d’un spot 
bien défini (Figure 23B). Il arrive très rarement de pouvoir visualiser la pénétration de l’ADN 
viral juste avant l’obturation complète de la particule virale, ce genre d’observation est 
exceptionnelle et prouve qu’un tel évènement est très fugace (Figure 23C). Certaines fois des 
IV sont attachés à la membrane externe de l'enveloppe nucléaire (Figure 23D). 
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De 8h à 12h p.i., les particules IV subissent un processus de maturation pour se 
transformer en la première forme virale infectieuse la plus représentée, la particule Virale 
Intracellulaire Mature (IMV) (Figures 24A, B) qui ne pourra être relarguée dans le milieu 
extérieur que par la lyse de la cellule infectée.  
Différentes étapes de maturation du passage à l’IMV peuvent être observées (Figure
20E, Figure 25). En premier lieu on voit un IV dont le matériel granuleux est réparti de façon 
homogène (Figure 23A), puis a lieu la condensation du matériel génétique viral (nucléoïde, 
Figure 23B). Par la suite on note une condensation concentrique du matériel à l’intérieur de la 
forme IV autour du core viral (Figure 25A), et un éclaircissement périphérique. L’apparition 
des corps latéraux (Cl) (Figures 25B, C) a lieu juste avant que la particule ne revêt un aspect 
plus homogène (Figure 25D). Parfois on note encore la présence de spicules à ce stade.  
Certains IMV peuvent dès lors être enveloppés par une citerne membranaire dont 
l’origine semble variable (à partir de 12h p.i.) : 
-soit le REG (Figure 26A), on distingue très nettement les ribosomes sur le réticulum 
endoplasmique granulaire (REG) entourant de part et d’autre la particule virale ;  
-soit l’Appareil de Golgi (Figures 26B, C), les vésicules Golgiennes sont très 
nombreuses à proximité de la particule virale. Sur chaque cliché on peut très nettement voir 
que chaque particule est enveloppée par une seule citerne membranaire (flèche large).  
L’enveloppement peut se dérouler de plusieurs manières. Soit il consiste en une seule 
citerne qui entoure la ou les particules virales (Figures 26D), soit plusieurs citernes peuvent 
encercler la particule (Figure 26E). Dans ce cas on peut penser qu’une jonction entre les 
citernes a lieu pour ne former plus qu’une citerne membranaire constitutive des deux 
membranes les plus externes de la particule IEV. Parfois plusieurs particules sont entourées 
par une citerne membranaire dont les deux membranes semblent se resserrer au niveau de la 
jonction entre les deux particules par un mouvement de torsade (Figure 26F). Sur ce dernier 
cliché on voit très nettement au niveau de la zone séparant les particules, les deux profils 
membranaires écartés de chaque citerne. Parfois la configuration des deux particules virales 
en cours d’enveloppement permet d’avoir une bonne représentation tridimensionnelle du 
phénomène (Figure 26G), puisque les deux particules se présentent sur deux faces différentes 
d’après le plan de coupe confirmant que la particule IMV ne correspond pas à une simple 
« brique ». En effet, une des particules se positionne en coupe transversale tandis que l’autre 
est apparente en coupe longitudinale. Il faut bien s’imaginer que cette image en deux 
dimensions représente en réalité une organisation tridimensionnelle de la citerne passant en 
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avant et en arrière du plan de coupe dans laquelle la ou les particule(s) s’invagine(ent) en 
doigt de gant. Parfois les virions s’accolent à des membranes délimitant des vacuoles 
cytoplasmiques (Figure 26H).
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 Les deux profils de bicouches lipidiques des citernes membranaires peuvent 
apparaitre soit très étroitement associés (Figures 27A, B), soit clairement décollés (Figures
27C, D) faisant ainsi apparaître une vacuole possédant une particule IEV à l’intérieur avant 
son relargage de la cellule. L’aspect de la particule IEV formée peut apparaître légèrement 
différente en fonction du plan de coupe, soit on distingue la forme caractéristique en haltère 
(Figure 27B), soit la forme du core viral paraît plus ovoïde (Figure 27A). De telles 
particules, totalement formées, apparaissent nombreuses à proximité de la membrane 
plasmique juste avant le relargage (Figures 27E, F) à l’extérieur, tardivement au cours du 
cycle viral (12h p. i.). Puis, les deux membranes constitutives de la citerne d’enveloppement 
se séparent pour former une vacuole qui va migrer jusqu’à la périphérie cellulaire et fusionner 
avec la membrane plasmique libérant ainsi la particule dans le milieu extérieur (Figures 27G, 
H). Le décollement des deux membranes de la citerne permet certainement de faciliter la 
sortie de la particule virale. 
Parfois tardivement dans le cycle des IEV sont vus à l’intérieur d’une invagination 
cytoplasmique prenant place dans le noyau (Figure 27I et J).
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A partir de 16h p.i., la membrane la plus externe fusionne avec la membrane 
plasmique pour former un Virus Extracellulaire Enveloppé (EEV) (Figure 28A) s’il est largué 
dans le milieu externe, soit un Virus Associé à la membrane (CEV) (Figure 28B) s’il est 
retenu. Il est parfois possible de voir une particule IMV très proche de la membrane 
plasmique (Figure 28C) mais toujours à proximité d’un compartiment d’enveloppement ; cela 
pourrait faire penser à un phénomène de bourgeonnement qui n’a pourtant jamais été mis en 
évidence chez le couple MYXV / RK13.  
Ceci suggère que le mode de sortie des formes multi-enveloppées du MYXV ne 
semble relever que de l’exocytose et non du bourgeonnement, phénomène jamais observé 
malgré les très nombreuses observations réalisées.  
84
85
A partir de 20 heures p.i. on constate une augmentation très nette du nombre de 
particules CEV ainsi que l’apparition de structures inhabituelles caractéristiques : des aires 
cytoplasmiques striées et très denses aux électrons (Figures 29A à H). Un plus fort 
grossissement montre un réseau cristallin nettement visible (Figure 29B). De telles structures 
sont systématiquement aperçues au niveau des viroplasmes (Figures 29A, C, E, G). Elles 
peuvent revêtir un aspect légèrement différent, plus compact et plus réfringent (Figures 29C 
à G). On note également qu’elles sont toujours en relation et à proximité des formes IV 
(Figures 29D, F, H) et parfois en contact avec des vésicules membranaires (Figure 29H). 
Elles représentent une accumulation de l’ADN viral. De plus, l’apparence entre de telles 
structures et le nucléoïde est très similaire (Figure 23). Simultanément on peut voir de longs 
assemblages linéaires en forme d’échelle (Figure 30) en étroite relation avec des IV et dont 
l’architecture ressemble beaucoup à l’enveloppe de ces IV. 
A la lumière de ces résultats on peut en conclure que le cycle viral du MYXV est 
approximativement de 16 heures.  
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 c) Etapes de la sortie virale 
Tardivement au cours du cycle viral, a lieu la sortie virale qui mobilise le cytosquelette de la 
cellule infectée. Certains clichés montrent en effet une relation très nette entre des éléments 
du cytosquelette et des particules virales (Figure 31, 20h p.i.). C’est la raison pour laquelle 
nous avons voulu savoir si des modifications morphologiques étaient visibles à l’extérieur de 
la cellule au cours du cycle viral en utilisant la technique de visualisation par microscopie
électronique à balayage.
Au temps d’adsorption (0 h) (Figure 32). Aucune différence morphologique n’à été 
mise en évidence quant à la forme et à la densité des microvillosités présentes à la surface des 
cellules infectées ou non-infectées. 
Par contre, à partir de 12 heures post infection (Figure 32), on peut noter des 
changements drastiques dans la morphologie des cellules infectées par rapport aux témoins : 
tout d’abord on voit une nette diminution du nombre et de la taille des microvillosités ;
parallèlement apparaissent des microvillosités élargies avec ou sans digitations sur les mêmes 
échantillons. Parfois ces larges microvillosités peuvent fusionner en véritables feuillets ou 
« lamellipodia » qui peuvent se replier ou se ramifier. De tels changements morphologiques 
sont apparents jusqu'à des stades tardifs (T 16h et T 20 h p.i.) chez les cellules infectées alors 
qu’ils ne sont jamais apparents chez les cellules témoins (Figure 32).
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Il paraît clair que le MYXV utilise le cytosquelette au cours des stades tardifs de son 
cycle et que ces manifestations sont visibles de façon très nette en MEB.  
Afin de tenter d’avoir une idée plus précise sur la nature de l’implication des différents 
composés cytosquelettiques lors de la sortie du MYXV, nous avons utilisé la technique de 
visualisation par microscopie confocale. Premièrement nous avons pu observer que tout le 
tapis cellulaire n’est pas infecté à 20 heures post infection (Figure 33A) pour une M.O.I de 
0,05. Un très fort marquage est observé à proximité du noyau, par un traitement aux anticorps 
polyclonaux anti-MYXV (Figure 33B). Cette zone représentant les viroplasmes, lieu de 
réplication virale. Il apparaît également une étroite relation entre les composés viraux et 
l’ensemble des acteurs du cytosquelette (actine et microtubules) (Figure 33C). Les formes 
virales enveloppées sont également très nettement repérables grâce aux anticorps anti-M022L 
(Figure 33D) ; on peut noter que ce marquage est très périphérique et qu’il correspond à la 
présence de cette protéine sur l’enveloppe virale. Parmi les nombreuses observations 
réalisées, nous avons toujours constaté une co-localisation entre les formes virales 
enveloppées et les microtubules (Figures 33E à G) confirmant l’utilisation des microtubules 
pour le mouvement intracellulaire des IEV. Certains clichés montrent non seulement une 
étroite relation entre les microtubules et les particules virales enveloppées mais également une 
convergence de ces deux éléments vers un pôle cellulaire très riche en actine (Figure 33H).
Les virus enveloppés peuvent parfois être très nettement discernables (Figure 33I). La 
majorité des IEV est localisée juste sous la membrane plasmique attestant d’une accumulation 
de ces formes virales juste avant leur libération extracellulaire (Figure 33J). Certains clichés 
mettent en évidence une co-localisation entre les particules virales enveloppées, et les deux 
acteurs du cytosquelette, les microtubules et l’actine (Figure 34A). Parfois on peut distinguer 
une colocalisation entre le virus et l’actine au niveau de la membrane plasmique (Figure
34B). Systématiquement des témoins étaient réalisés en parallèle de chaque marquage pour 
chacun des anticorps utilisés : aucun marquage n’a été observé dans ces cas, confirmant la 
spécificité de chaque anticorps anti-viral. 
En microscopie confocale des passages cytoplasmiques reliant plusieurs cellules sont 
observables fréquemment (Figures 34C et D) ;  à l’intérieur de ces ponts cytoplasmiques des 
particules virales enveloppées sont nettement discernables. Cela correspondrait au 
lamellipodia déjà observés en MEB. 
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Dans l’espoir de situer à un niveau de résolution beaucoup plus poussé les relations 
intimes existantes entre le cytosquelette et les particules virales du MYXV, une exploration 
systématique et poussée à été réalisée sur l’ensemble des coupes ultrafines réalisées pour la 
Microscopie Electronique à Transmission. Parmi toutes les observations concernant les IEV 
nous avons pu constater très souvent que ces formes étaient en étroite relation avec des 
microtubules (Figures 35A à D).
Plus rarement des IEV sont visualisés en plein cytoplasme et totalement entourés par des 
filaments d’actine (Figure 35E).
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L’observation ultrastructurale extensive réalisée nous a permis de visualiser un mode 
de sortie plus spécifique : les microvillosités. Même si nous avons observé autant de 
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particules CEV que de particules IEV (Fig 36) en relation avec ces microvillosités, ce 
phénomène s’est révélé assez rare. De telles observations sont également réalisées avec un 
immunomarquage (Figures 36H à K). De telles microvillosités ont parfois une grande 
longueur (Figure 36H). Parfois des IEV très nettement identifiables par leur ultrastructure 
et/ou leur immunomarquage sont observables à l’intérieur de microvillosités ne montrant 
aucune direction privilégiée de propagation (Figure 36L). Dans ce cas précis la particule se 
positionne au milieu de la microvillosité (encadré) et non à son extrémité comme 
généralement. A plus fort grossissement on distingue nettement les enveloppes de la particule 
IEV (Figure 36M). Parfois la microvillosité se présente en coupe transversale (Figure 36N).
D’autres observations au MET semblent confirmer certaines de ces observations 
réalisées par la microscopie confocale et MEB.  En effet, durant les stades tardifs de la 
morphogenèse quelques microvillosités « boursoufflées » et remplies de virus (Figure 37A)
ou des ponts cytoplasmiques reliant deux cellules sont observés (Figures 37B et C). Sur ce 
dernier cliché on observe un couloir cytoplasmique reliant deux cellules et possédant à son 
extrémité des particules virales. La taille de cette expansion est beaucoup plus importante que 
celle d’une microvillosité classique. Cela correspond très certainement aux structures 
(lamellipodia, digitations et ponts cytoplasmiques) déjà visualisées en MEB et en microscopie 
confocale, et vues en deux dimensions.  
A la lumière de l’ensemble de ces résultats il est évident que le virus myxomateux 
utilise le cytosquelette pour se véhiculer à l’intérieur de la cellule infectée ainsi que pour en 
sortir via des structures spécialisées telles que des microvillosités et/ou des corridors 
cytoplasmiques.  
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 B- Exemple d’étude d’un cycle abortif : infection de cellules de ruminants
Afin de tenter d’identifier les étapes clés du blocage de la morphogenèse constatée 
dans une lignée cellulaire dite non permissive (cellules bovines), nous avons réalisé une 
cinétique virale sur des cellules Turbinates en Microscopie Electronique à Transmission. Si 
nous avons pu constater certains points communs entre les différentes étapes visualisées sur 
ces cellules non permissives et les cellules type (RK13), en ce qui concerne le cycle viral du 
MV, nous avons également constaté des différences sensibles. 
L’adsorption semble opérer de la même manière qu’avec les cellules RK 13 (Figure 38A).
Sur la Figure 38B on voit très nettement à l’intérieur du virus adsorbé une invagination en 
forme de doigt de gant qui fait penser à un déploiement d’une structure pouvant être 
membranaire. Il semble que la phase d’adsorption et/ou de pénétration soit affectée car des 
virus à la surface de la cellule sont présents durant pratiquement toute la durée du cycle viral 
(Figures 38C et D). Cela pourrait constituer le premier point de blocage ou tout au moins 
l’une des étapes clé de l’altération du cycle viral, puisque l’on voit un grand nombre de 
particules virales restant adsorbées à la surface cellulaire sans qu’elles pénètrent dans le 
cytoplasme et durant tout le cycle viral. 
A 15 minutes post infection, on peut voir des particules virales à l’intérieur de vacuoles 
cytoplasmiques (Figure 38E). Sur ce cliché la limite de la membrane vacuolaire est visible 
seulement sur une partie, le reste semblant fusionner avec le cytoplasme. Cette fusion entre la 
membrane virale et la membrane vacuolaire aura pour conséquence de libérer le core viral 
dans le cytoplasme. Sur d’autres clichés (Figure 38F) les deux membranes, vacuolaire et 
virale sont nettement visibles.  
Lors de la phase post-éclipse (5 heures post-infection), la limite entre les viroplasmes 
dépourvus de tout organite cellulaire et le reste du cytoplasme est très nette (Figure 38G). A 
l’intérieur de ces viroplasmes apparaissent des zones cytoplasmiques restreintes très denses 
aux électrons dont l’apparence est différente dans le cas des cellules RK13 (Figure 38H).
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Dans l’ensemble, le nombre d’intermédiaires viraux vus ainsi que le nombre de particules 
virales fabriquées semble très nettement en-deçà des taux observés chez les cellules RK13. 
Même si des IV « normaux » sont observés à 8 heures post infection (Figure 39A), d’autres 
d’apparence tout à fait anormale semblent plus présents (Figure 39B). Plus tard (12 h p.i.) 
dans le cycle, des IEV sont visibles très rarement soit en cours d’enveloppement soit déjà 
enveloppé (Figures 39C et D). De la même manière que dans les cellules RK13, certains IEV 
sont vus à proximité de microtubule (Figure 39E).
A 8 heures p.i., des vacuoles contenant de nombreux virions sont visibles dans le cytoplasme, 
ressemblant à celles vues dans le cas de l’infection de cellules RK13 (Figures 39F et G).
Il apparait donc que le cycle viral du MYXV dans les cellules bovines (Turbinate) est un 
cycle abortif et que la libération de nouveaux virions n’a pas lieu. Les points du cycle viral 
qui semblent responsables de cette absence de production sont essentiellement l’entrée du 
virus et par la suite la maturation de la particule virale IV. 
98
99
II- Discussion
Le but de cette étude était d'avoir une meilleure connaissance de la morphogenèse et du cycle
de réplication du virus myxomateux (MYXV). En effet, peu de données sont disponibles sur 
ce sujet comparativement à la masse d'informations concernant les processus de maturation du 
virus de la vaccine (VACV) (19, 48, 54, 58, 59, 61, 63, 72, 137, 150, 153, 208, 244, 267, 282, 
283, 284, 291, 316, 350). Cette étude est la première étude complète réalisée sur la 
morphogenèse et la sortie virale du MYXV, quelques travaux présentant les toutes premières 
observations ultrastructurales ayant été menés auparavant (236, 306, 308).
 A- Morphologie des particules infectieuses
La première partie de ce travail a consisté en une approche morphologique du MYXV par la 
technique de "coloration négative" (215) dans le but, d'une part, de s'assurer de l'intégrité des 
particules virales purifiées et d'autre part de les caractériser d'un point de vue morphologique 
et immunologique.  
Dans un premier temps, les particules virales intracellulaires (IMV) et extracellulaires (EEV), 
(139, 145, 176, 195, 282, 284, 326), purifiées par ultracentrifugation, ont été observées sous 
microscope électronique, après un contraste négatif classique pour deux raisons principales :  
- en premier lieu nous voulions connaître l'état de préservation des particules virales dont le 
processus de purification est connu pour altérer leur intégrité, causant notamment des 
dommages à l'enveloppe la plus externe des EEV (283) ;
- nous voulions également avoir une meilleure visualisation de la structure des particules 
virales. En effet, dans le cas d'un contraste positif les détails fins de la structure peuvent 
paraître flous et mal distincts. En "coloration négative" ce problème est résolu en rendant le 
fond plus réfringent et laissant la particule relativement indemne. L'intérêt du colorant négatif 
est d'épouser totalement la forme de la particule, et de délimiter de façon très nette la moindre 
petite structure tout en surlignant les moindres interstices en y pénétrant. Ainsi, la moindre 
cavité, la moindre dépression aussi légère soit-elle peut être révélée et mise en exergue par le 
colorant. De cette façon même la structure interne peut être accessible à l'observation. Les 
composés des surfaces du haut et du bas de la particule en trois dimensions se trouvent alors 
projetées en deux dimensions. Cette superposition peut rendre difficile l'interprétation de 
100
l'image observée. Le contrastant ne s'appliquant que sur une seule face de la particule, il en 
résulte un gain d'informations à propos de l'organisation des différentes unités constitutives 
bien que la particule elle-même soit moins bien "supportée" par le contrastant et tende à se 
collapser, s'aplatir. Il en résulte une augmentation en taille de la particule. Pour ces raisons, 
l'apparence des particules virales peut varier même au sein du même échantillon et être soit 
ronde, y compris dans le cas d'un IMV (Figure 1A), soit aplatie (Figure 1B), révélant ainsi la 
surface typiquement rugueuse de l'IMV (53, 57, 119, 185, 197, 220, 221, 297, 343, 345)
située au dessus de la paroi du core (« spikes », 49, 163).
Parfois une apparente relation entre les tubules (Figure 1E) semble exister, celle-ci 
étant révélée sur une particule IMV visiblement collapsée. D'étroites extensions tubulaires de 
l'enveloppe de l'IMV, marquées par l'anticorps anti-M071L et dépliées à partir de la face la 
plus externe de la particule, deviennent alors évidentes. Ceci pourrait impliquer que
l'enveloppe de la particule pourrait ne pas se réduire à un sac mais plutôt posséder une forme 
en "S" ressemblant au modèle décrit par Griffiths (108, 109). D'après cet auteur, l'IMV se 
comporterait comme un labyrinthe interconnecté de citernes membranaires et de tubules 
lesquels pourraient être éviscérés au cours du processus d'infection. Les fines extensions 
tubulaires vues sur les clichés en microscopie électronique (Figure 1, Figure 12) pourraient 
alors correspondre à des "senseurs" ou des sites d'attachement comme décrits par les auteurs 
(108, 109), et faciliteraient le processus d'infection. Ceci semble illustré sur la (Figure 16) où 
de nombreuses enveloppes entourent le virus qui à pu traverser la membrane plasmique et 
pénétrer la cellule avec sa propre enveloppe. Il ne faut cependant pas écarter l'éventualité d'un  
assemblage aberrant de l'enveloppe virale.  
En ce qui concerne les particules virales extracellulaires (EEV), elles ont généralement 
une forme régulière plus arrondie, plutôt pléiomorphe, (48, 73) contrairement aux particules 
virales intracellulaires (IMV) qui possèderaient une "forme caractéristique" en brique (48, 73, 
208). Les particules EEV revêtent un aspect généralement plus homogène de leur contenu 
excepté dans le cas où la particule s'est collapsée, révélant ainsi sa structure sous jacente
(surface en tubule).
A la lumière des nombreuses observations réalisées nous pouvons dire que l’aspect de 
la particule virale IMV et EEV n'est pas une caractéristique de la forme considérée. En effet, 
il existe parfois des difficultés pour reconnaître sur un plan ultrastructural la forme virale 
considérée. L'enveloppe surnuméraire qui existe chez les EEV (254, 267, 291) n'apparaît pas 
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toujours évidente à l'observation, principalement lorsque le virus est situé à l’extérieur de la 
cellule (adsorption et sortie virale), et ceci indépendamment du procédé de visualisation 
utilisé (coloration négative ou positive).  
 Nous avons donc voulu identifier sans aucun doute les deux principales formes virales 
IMV et EEV (48, 208, 280, 325, 330) responsables de la dissémination du virus, par 
l’utilisation de marqueurs de surfaces susceptibles de les différencier. D'après la littérature, les 
formes virales IMV et EEV du virus de la vaccine ainsi que celles du virus de la myxomatose 
(8, 236, 306, 308) possèdent des caractéristiques bien définies et différentes, dont celles 
d'ordre antigénique et immunologique (173, 176, 282, 284, 319, 326, 328), l'enveloppe 
surnuméraire présente sur la forme EEV (43, 125, 143, 228, 254, 282) possédant des 
antigènes non présents sur la forme IMV (173, 280, 282, 284).
Pour identifier les formes virales pluri-enveloppées nous avons choisi un anticorps dirigé 
contre la protéine M022L, tandis qu’un anticorps dirigé contre la protéine M071L nous a servi 
à caractériser les formes intracellulaires simplement et doublement enveloppées. Ces deux 
protéines sont les homologues des protéines H3L et F13L présentes chez le virus de la 
Vaccine (34, 138) et considérées comme immunodominantes (122, 125, 144, 269). Le produit 
du gène H3L correspond à une protéine qui s’exprime tardivement durant l’infection (56) et 
qui s’accumule au niveau des viroplasmes. Elle s’insère dans la membrane virale en cours 
d’édification et semble nécessaire pour la maturation des IMV. Quant au produit du gène 
F13L (121, 228, 318), il s’agit d’une protéine acétylée requise pour la formation des EEV 
(269). Elle est présente dans le compartiment Golgien (255) et serait nécessaire pour la sortie 
virale (24, 73).
 Au final, nos résultats  ont permis de clairement mettre en évidence les caractéristiques 
morphologiques et structurales respectives des formes IMV et EEV du MYXV. De plus, nous 
pouvons conclure que les anticorps anti-M022L et anti-M071L sont respectivement 
spécifiques des enveloppes virales des EEV et des IMV. Il apparaît donc que ces deux 
anticorps peuvent être utilisés comme un outil sûr afin de distinguer sans aucun doute les deux 
principales formes virales. 
 B- Cycle réplicatif en cellules permissives 
La seconde partie de ce travail a consisté à réaliser une étude complète sur la cinétique virale 
d'un point de vue ultrastructural, et d'identifier les principaux intermédiaires viraux au cours 
du cycle de réplication en cellules RK13. Les informations que peut apporter la Microscopie 
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Electronique ont été largement exploitées pour le virus de la vaccine (63, 124) ainsi que pour
d’autres virus (115). Parallèlement les techniques d'immunomarquage nous ont permis cette 
fois-ci de combiner la reconnaissance ultrastructurale et immunologique au cours de 
l’infection virale. 
A 20 h post infection les différentes formes virales et intermédiaires viraux sont observés.  
Bien que la technique d'immunorévélation utilisée (105) (indirecte) ne soit pas aussi 
précise que la méthode directe (théorie de la "falling ball" : les billes d'or peuvent être 
légèrement écartées de plusieurs nanomètres de leur antigène cible. Ceci est dû au fait que la 
procédure de marquage à lieu en milieu aqueux et que l'observation elle, est faite en milieux 
sec), nous avons cependant préféré cette technique afin d'amplifier le signal. En effet, deux 
anticorps secondaires couplés à l'or colloïdal peuvent se lier à un anticorps primaire.  
Cette technique de marquage a été réalisée sur des sections de résine. Deux techniques 
d'immunomarquage ont été utilisées : un simple marquage et un double marquage. Le simple 
marquage permet de visualiser soit les formes multi-enveloppées (EEV, IEV, CEV) si la 
révélation est axée sur la protéine M022L (34), soit l'ensemble des formes virales (IMV, IEV, 
CEV, EEV) si la visualisation fait intervenir la protéine M071L (34).
L'avantage du double marquage est qu'il nous permet de distinguer les différentes formes 
virales (multi-enveloppées et simplement enveloppées) sur une même coupe. La plupart du 
temps la reconnaissance est à la fois ultra structurale et immunologique.  
L'assemblage des particules MYXV a déjà été décrit par Purcell et al. (236) mais ce 
travail consistait en une brève description du cycle de réplication et l'infection avait lieu sur 
un modèle in vivo. Thomas et al (308), ont également réalisé une étude sur le MYXV mais 
analysaient plusieurs lignées cellulaires après inoculation. 
 On constate que la multiplication du MYXV (236, 306) dans le cytoplasme des 
cellules infectées, se déroule comme celle décrite chez l’ensemble des poxvirus (19, 27, 208, 
213, 350) et selon les mêmes étapes et intermédiaires que pour le virus de la vaccine (63, 82, 
140, 153, 245). La seule différence est la durée du cycle viral qui dans le cas du MYXV est 
d'environ 16h. Nous avons aussi confirmé cette cinétique par l'analyse de la courbe de 
croissance virale en conditions synchrones sur les cellules RK13 (résultats non montrés), en 
accord avec les courbes de croissance obtenues à partir d'autres cultures de cellules 
permissives (177).
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1- Les étapes d’interactions précoces et de pénétration  
L'adsorption virale débute par une interaction d'ordre électrostatique (58) qui peut ou 
non se poursuivre par une interaction physique (174, 208, 312). Une fois l'interaction établie 
(Figures 11A et B), le virus est fermement lié à la membrane et ne peut en être détaché 
malgré de nombreux lavages (58). Actuellement l'existence probable d'éventuels récepteurs 
cellulaires spécifiques pour les IMV et/ou les EEV n'a pas pu être formellement démontré ni 
pour le VACV ni pour le MYXV. Cependant certains auteurs sont favorables à cette 
hypothèse (77, 99, 123, 170, 173, 192, 209, 280, 282, 326).
Parmi les très nombreuses observations réalisées au cours du cycle viral, les clichés montrant 
les stades précoces de pénétration virale étaient très rares. Ceci est certainement dû à la 
fugacité de ce phénomène.  
Les seules images que nous avons pu noter et qui illustrent les tout premiers stades de la 
pénétration virale semblent correspondre à un phénomène de phagocytose (Figure 12C), ou 
d'endocytose (Figure 12D), ou enfin plus rarement à un phénomène de fusion de membrane à 
membrane (Figure 12A). Ces aspects vont être maintenant discutés. 
Il faut également noter qu’après pénétration, de très nombreuses figures de désenveloppement 
sont visibles dans le cytoplasme, libérant ainsi l'ADN viral. De telles images suggèrent que le 
complexe nucléoprotéique passe au travers du "treillis" de la paroi du "core" (60, 208, 229).
 
Endocytose ? 
 De nombreuses particules sont vues dans le cytoplasme 30 minutes p.i.. Certaines 
d'entre elles se trouvent à l'intérieur de vésicules (Figure 15) formées à la surface cellulaire 
probablement par invagination de la membrane plasmique (Figure 12D) comme décrit par 
Vanderplasschen (327) pour l'entrée des EEV. Ce mécanisme est sans aucun doute impliqué 
dans la pénétration du MYXV. 
Injection du Core ? 
 Nos observations ne semblent cependant pas être en accord avec cette hypothèse 
décrite par Pedersen et al (229), ou Krinjse Locker et al (164). En effet, d'après ces derniers, 
la forme virale IMV du VACV entrerait dans la cellule via un récepteur spécifique tandis que 
les EEV sembleraient avoir développé la capacité d'entrer dans la cellule de manière 
"silencieuse". Les membranes virales demeureraient, par la suite, à l'extérieur de la cellule, 
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pour les deux formes, tandis que leurs "cores" traverseraient la membrane plasmique d'une 
manière qui reste inconnue (164, 229, 289).
Sodeik et al (289) suggèrent également que les virions ne rentreraient pas par un simple 
mécanisme de fusion membranaire, selon l'idée que les deux formes (IMV et EEV) seraient 
délimitées par plus d'une seule bicouche lipidique, mais qu'elles subiraient plutôt une sorte 
"d'écaillement" ou de dévagination de leur enveloppe virale au niveau de la membrane 
plasmique, relargant ainsi le core dans le cytoplasme. 
Fusion membranaire ?
D'autres auteurs sont plutôt en faveur d'un processus de fusion membranaire (36, 38, 70, 130, 
274). Doms et al (70) exposent un problème topologique. En effet, si la forme EEV est 
véritablement délimitée par deux enveloppes, alors la fusion de la plus externe avec la 
membrane plasmique devrait conduire à la libération d'une forme simplement enveloppée 
dans le cytoplasme et donc comment l'enveloppe restante pourrait être éliminée et le 
processus de déshabillage se dérouler ? 
 Une théorie intéressante est avancée par certains auteurs (174, 209). Il s’agirait d’un 
processus de fusion pour les deux formes virales, avec cependant une différence pour la forme 
EEV puisque celle-ci devrait d’abord perdre son enveloppe la plus externe avant que l’IMV 
sous-jacent ne puisse fusionner avec la membrane plasmique. Certaines de nos observations 
correspondraient à ces mécanismes. 
Enfin, d'autres auteurs proposent un mécanisme différentié d'entrée pour chacune des deux 
formes virales (IMV et EEV) : une endocytose pour la forme EEV et une fusion pour la forme 
IMV (289).
Phagocytose ?
Sur certains de nos clichés, les particules sont clairement encerclées par des microvillosités 
cellulaires rappelant un phénomène de phagocytose. Krijnse-Locker et al (164) émettent 
l'hypothèse selon laquelle le réarrangement membranaire de l'actine induit par l'entrée de 
l'IMV serait similaire aux tous premiers stades de la phagocytose, d'autant plus que la 
particule IMV est, en principe, suffisamment grosse pour évoquer une réponse phagocytique. 
Ces observations posent donc le problème de la pénétration virale. Il se pourrait que le début 
du processus d'entrée soit le même, ensuite le core viral pénètrerait dans la cellule sans que 
l'ensemble de la particule ne soit internalisée (164).
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Cependant cela ne semble pas en accord avec les principales observations que nous avons 
faites où l’on voit distinctement la totalité de la particule virale englobée par des expansions 
cellulaires laissant supposer que la particule est entièrement internalisée et non le core viral 
seul.
 Qu’en est-il de la Macropinocytose ?
De 1h à 3h p.i., la plupart des virus MYXV observés sont regroupés à l'intérieur de 
larges vacuoles cytoplasmiques. Celles-ci sont supposées correspondre à une voie abortive 
(lysosomes) (65), les autres particules suivant un cycle réplicatif normal.  
Cependant en considérant l'inoculum utilisé dans notre étude, le ratio calculé entre particules 
infectieuses et non-infectieuses est de l’ordre de 1/10, lequel n'est pas en faveur de l'hypothèse 
d'une dégradation massive de virus défectueux. Ainsi, un grand nombre de particules virales 
pourrait être "avalé" par la cellule rapidement, ce phénomène étant appelé macropinocytose. 
Ce phénomène a été quelques fois décrit dans la littérature pour les virus (181, 188, 278) mais 
plus souvent pour les bactéries pathogènes intracellulaires (13, 232, 309). Très récemment ce 
mode d’entrée à été décrit pour le VACV (201). Le MYXV pourrait utiliser la cellule comme 
une sorte de citerne, comme le font les bactéries intracellulaires. Cela pourrait expliquer la 
présence de ces inclusions cytoplasmiques enfermant de nombreuses particules et qui 
perdurent pendant une grande partie du cycle viral. Une fraction de ces virions internalisés 
serait capable d’échapper à la destruction en empêchant leur relargage vers les lysosomes, 
leur permettant de survivre à l'intérieur des phagosomes (188, 232) et conduisant à un cycle 
d'infection classique. La plus grande partie des particules ayant subi la macropinocytose serait 
cependant dégradée, vraisemblablement dû au fait que la macropinocytose emprunte des voies 
communes à celle de la voie lysosomale et endosomale. L'existence de ce processus serait à 
relier au fait être qu’au moins une fraction des particules virales du VACV seraient capables 
d'entrer dans la cellule de manière « silencieuse » (164, 201), ce qui est le cas si le virus 
pénètre par macropinocytose. Ceci pourrait donner un avantage sélectif important, l’entrée 
dans la cellule se faisant sans activer les mécanismes de défense cellulaires. De plus cela 
permettrait au virus de pouvoir pénétrer dans de nombreux types cellulaires différents (201)
  
 Finalement, la manière dont pénètrent les particules poxvirales est toujours soumise au 
débat. (2, 172, 278, 289). Des études récentes suggèrent une voie endocytique qui ne ferait 
intervenir ni les clathrines ni les calveola, et qui probablement  ferait intervenir le cholestérol 
et la dynamine, comme cela a été décrit pour les rotavirus (262).
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 Cependant il semble que les modes d’entrée des particules virales ne soient pas 
mutuellement exclusifs (245), comme nos observations tendent aussi à le montrer. 
2- Formation des Virions Immatures 
Les croissants viraux (48, 61, 206, 241, 244, 303, 345), premières structures virales 
morphologiques visibles, se développent en particules virales immatures sphériques (IV)( 69, 
302, 315, 336) dans lesquelles, plus tardivement on peut distinguer la condensation du 
génome viral sous la forme d'un nucléoïde (environ 8h p.i.) (59, 78, 108, 110, 206).
Durant les stades précoces de l'assemblage viral, nous avons observé, bien que 
rarement, la pénétration de l'ADN génomique juste avant le scellement des IV, ce qui nous a 
permis de visualiser un phénomène très fugace, déjà décrit dans la littérature (116, 206).
D'après certains auteurs (116), un lien existerait entre l'ADN viral et la première enveloppe 
virale. Pourtant parmi les très nombreuses observations que nous avons faites et où l'ADN 
viral était visible nous n'avons jamais mis en évidence un quelconque lien physique entre 
l'ADN viral et la membrane virale en cours de formation. Ces observations étant réalisées sur 
des sections, cela élimine le potentiel problème d'une éventuelle orientation. 
On peut par ailleurs noter que la protéine M071L est déjà présente durant les stades précoces 
de l'assemblage viral (IV) ce qui nous conduit à penser que cette protéine joue un rôle 
essentiel dans la "construction et la formation" virale. 
Origine de la première enveloppe virale ?  
L'origine de la première enveloppe virale est un autre sujet de vives discussions (289).
Certains auteurs pensent qu’il existerait une seule enveloppe constitutive sans continuité 
cellulaire. Dales par exemple, a longtemps soutenu l'idée selon laquelle l'IMV acquiert sa 
membrane à partir d'un assemblage de novo (61). Cela semble difficile à imaginer si l’on se 
réfère aux principes fondamentaux de la biologie des membranes cellulaires (23, 107, 169, 
200, 270). D’autres auteurs seraient enclins à penser que cette toute première enveloppe virale 
(croissants viraux, IV, IMV) pourrait provenir d'un compartiment cellulaire (54, 165, 248, 
251, 261, 291). Le cliché montrant une apparente relation entre le REL ou CI et l'IV 
(identique à celle de la référence 300), semble être conforté par certaines études (248, 254, 
261, 290, 291), suggérant que la première enveloppe virale du VACV proviendrait du CI de la 
cellule hôte. Griffiths et al (108, 109), ont proposé un modèle hypothétique d'assemblage de 
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la membrane virale où l'enveloppe de l'IMV serait constituée par deux membranes dérivées 
d'un compartiment cellulaire, tel le réticulum endoplasmique (REL) (164), ou un 
compartiment intermédiaire entre le réticulum et le Golgi (ERGIC, 244). D'autres auteurs, tels 
Sodeik et al (291), supportent également cette idée de l'existence de double membranes 
étroitement accolées (79, 165, 244, 251, 254, 291). Pourtant aucun compartiment cellulaire 
n'était marqué de façon évidente par l'anticorps dirigé contre la protéine M071L lors de notre 
étude. Si certains clichés mettent en évidence une particule virale connectée à une membrane 
ce même genre d'observation a été réalisée par Stoltz et Summers (300), qui considéraient cela
comme quelque chose d'anormal. Quant à Hollinshead et al (130), ils proposent un modèle 
avec une seule membrane unitaire sans aborder la question de son origine bien qu'ils affirment 
qu'il n'existerait aucune continuité avec des membranes d'organites cellulaires. 
Il est difficile d'être en accord avec cette dernière hypothèse en se fondant sur les 
observations que nous avons faites où nous voyons que les tous premiers fragments de la 
membrane virale montrent un profil membranaire multilamellaire évident. Il arrive que 
parfois des "couches", à la surface des IV ou des IMV, apparaissent séparées à l'intérieur des 
cellules observées (130). D'après ces auteurs, la couche la plus interne possèderait un profil 
trilamellaire caractéristique d'une bicouche lipidique tandis que la "couche" la plus externe et 
plus épaisse, ne présenterait pas un tel profil et correspondrait à une couverture protéique.  
Cependant dans nos observations, le profil multilamellaire est très clair avec plusieurs 
structures à morphologie trilamellaire pour chaque feuillet. 
De nombreuses observations de petites vésicules au voisinage des viroplasmes pourraient 
avoir deux significations possibles :   
- soit il s'agit de structures aberrantes (61, 300)
- soit elles peuvent correspondre à des composantes unitaires impliquées dans la 
formation des IV (307, 316). Dales (65), a évoqué cette possibilité mais pour lui, les 
petites vésicules fusionnent pour former la citerne d'enveloppement des IMV et donner 
ainsi les IEV.
Traktman et al (316) ont également observé ces nombreuses vésicules lorsque la synthèse 
d’une protéine normalement présente à l'intérieur des croissants viraux, est réprimée. Ainsi, 
les auteurs avancent l'hypothèse selon laquelle il existerait une diversion de ces vésicules à 
partir du compartiment intermédiaire et que cela correspondrait à une étape normale de la 
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biogenèse virale. Cependant, elles auraient une courte vie en présence de cette protéine en 
raison de la transition de ces croissants viraux en IV. Cela pourrait donc correspondre à une 
diversion de vésicules intracellulaires loin de leur voie de trafic normale rendant possible leur 
maturation en membranes virales. Pourtant notre étude a permis d'observer ce même type 
d'accumulation de vésicules en conditions d'expérimentation normales (absence de drogues 
inhibitrices, virus sauvage…).  
Nous pensons ainsi qu'il pourrait s'agir d'un évènement normal du processus de 
maturation, un intermédiaire de la biogenèse des particules virales. Ces nombreuses vésicules 
pourraient fusionner pour former une citerne membranaire qui représenterait la toute première 
membrane virale. Ensuite, cette citerne pourrait se collapser et ne montrer seulement plus 
qu'un profil membranaire apparent qui correspondrait en fait à deux bicouches très 
étroitement accolées. 
Parallèlement à ces observations, nous avons souvent noté que des extrémités "en boucles" 
existaient à l'extrémité des croissants ou des membranes virales, ce qui pourrait correspondre 
aux extrémités des citernes membranaires collapsées (291).
L'origine et le nombre d'enveloppes de la forme IMV (VACV) n'a jamais cessé d'être un sujet 
controversé et n'est toujours pas élucidé actuellement (36, 54, 108, 109, 130, 165, 244, 289, 
291). Etant fondés uniquement sur des observations, nos résultats ne peuvent actuellement 
supporter un modèle particulier.    
3- Maturation en IMV et formation des IEV 
Les IV subissent par la suite un processus de maturation (49, 279, 298, 344) pour 
donner l'une des deux principales formes virales : la forme intracellulaire (IMV)(3, 291, 320).
Cette étape coïncide avec un clivage protéolytique des protéines du "core" viral (5, 6, 22, 154, 
177, 210, 279, 319, 320, 329, 331, 344,) associé à une condensation de la particule en 
formation. Ce clivage est probablement responsable du passage d'une particule immature 
sphérique à une particule infectieuse en forme de brique dont les caractéristiques 
morphologiques et biochimiques déterminent l’aspect du "core" de cette "nouvelle" forme 
virale. 
De 12h à 16h p.i., nous avons observé que certaines particules IMV sont enveloppées 
par un compartiment cellulaire pour former une nouvelle forme virale intracellulaire 
doublement enveloppée (IEV). 
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Certains clichés (Figure 10E) permettent de voir la citerne membranaire en cours 
d'enveloppement de la particule virale (IMV), nettement identifiée par son marquage anti-
M022L. Ce qui implique que cette protéine est déjà insérée dans le compartiment cellulaire 
avant même d'entourer le virion. Cette insertion semble correspondre à une insertion co-
traductionnelle. 
On peut donc confirmer qu'une particule virale EEV du MYXV correspond réellement 
à une particule IMV possédant une enveloppe supplémentaire (295).
Certains  auteurs avancent que cet enveloppement implique une citerne membranaire dérivée 
du Réseau Trans Golgien (111, 161, 182, 267), ou des vésicules Golgiennes (138) ou du 
Réticulum Endoplasmique (REG) (308) ou encore des endosomes (311, 323).
Nos observations nous ont plutôt amenés à identifier morphologiquement le lieu de 
l’enveloppement des IEV du MYXV au niveau du REL ou de l’appareil de Golgi. Quoiqu’il 
en soit, à l'heure actuelle, l'origine de la seconde enveloppe des poxvirus n'est toujours pas 
formellement connue (48).
4- Maturation des CEV, EEV et modes de sortie 
A cette étape du cycle viral la sortie des virions à lieu. Il semble que cela procède plus, 
en ce qui concerne les cellules RK13, d'un mode de sortie par exocytose (227) plutôt qu'un 
bourgeonnement au travers de la membrane plasmique (115, 199, 281). Nous n’avons jamais 
observé ce phénomène dans notre étude, mais le mode de sortie virale est intimement 
dépendant du couple virus-cellule hôte (27, 124, 281). Le mode de propagation du virus est 
très étroitement lié à sa forme virale (CEV, EEV, IMV)( 24, 25, 176, 283). Les IEV migrent 
en fin de cycle à la périphérie cellulaire (284) où leur membrane la plus externe fusionne avec 
la membrane plasmique pour former une particule associée à cette membrane (CEV) ( 25, 
118, 145, 281) lorsque elle est retenue, ou une particule libre dans le milieu extra-cellulaire 
(EEV) (281, 284). Cette migration implique un détournement des composants du 
cytosquelette par le virus. Nous avons ainsi cherché à mettre en évidence ces interactions pour 
le MYXV (134, 179), comme cela est décrit pour le VACV (283, 284, 337).
De nombreuses études suggèrent une relation entre la formation de faisceaux d'actine 
induits par le virus de la vaccine et des microvillosités spécialisées (50, 51, 120, 129, 205, 
211, 218, 239, 240, 242, 256, 257, 259, 263, 353), comme pour certains pathogènes 
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intracellulaires, bactéries (309), ou autres virus (26, 40, 51). Ce type de formations joue un 
rôle important dans la dissémination de cellules à cellules (288). Mais il a été démontré 
également que d'autres structures cytosquelettiques, telles que les microtubules, joueraient un 
rôle important lors de la sortie virale (129, 242, 264, 284, 322, 337, 338, 339). Une telle 
utilisation du cytosquelette est visible à l'extérieur de la cellule et engendre des modifications 
visualisables par la microscopie électronique à balayage, ce qui nous a incité à examiner la 
surface de cellules infectées par le MYXV à l'aide d'un microscope électronique à balayage 
(MEB).
D'après nos observations au MEB, nous avons clairement constaté une redistribution 
du cytosquelette (à partir de 12h p.i.) avec une diminution marquée en taille et en nombre des 
microvillosités. Simultanément sur les mêmes échantillons nous avons observé des 
microvillosités élargies munies ou non de digitations. Parfois de nombreuses microvillosités 
fusionnent en un feuillet ou "lamellipodium" qui peut se replier sur lui-même (T 12h p.i.) ou 
se diviser en plusieurs fines projections (T 16h p.i.). De tels changements de conformation de 
la morphologie cellulaire confirment l'utilisation du cytosquelette durant les stades tardifs du 
cycle viral. 
Afin d'avoir une vue plus précise de l'implication du cytosquelette, nous avons décidé 
d'utiliser en plus la microscopie confocale. Dans un premier temps nous n'avons observé 
aucune différence dans la distribution des microtubules entre les cellules infectées et les non-
infectées (résultats non montrés), ce qui semble être en accord avec de précédentes études 
(129). D'après les clichés obtenus nous avons pu constater qu'une relation étroite existe 
toujours entre les virus multi-enveloppés intracellulaires et les microtubules et plus rarement 
entre l'actine, les microtubules et les virus. Nous avons très rarement pu observer la 
superposition des trois couleurs correspondantes aux trois éléments cités (microtubules, 
actine, virus), ce qui pourrait correspondre à des microvillosités spécialisées avec un virion 
enveloppé à leur extrémité. Parmi nos observations en microscopie confocale nous avons 
parfois noté de manière marquante l'existence de structures caractéristiques semblables à des  
ponts cytoplasmiques reliant des cellules entre elles avec, à l'intérieur, plusieurs particules 
virales. Cela semble correspondre aux lamellipodia coupés dans les deux dimensions et vus 
préalablement sur les clichés de microscopie électronique à balayage. 
Enfin, l‘emploi de la microscopie électronique à transmission (MET) nous a permis de 
confirmer la présence récurrente de microtubules à proximité ou en connexion directe avec 
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des particules IEV faisant penser à un rôle important d'un tel élément cytosquelettique pour la 
dissémination virale.  
 Des « ponts cytoplasmiques » ont également été observés en MET. A l'intérieur de ces 
structures plusieurs virions (IEV) ont été détectés, avec ou sans immunomarquage, et ceux-ci 
semblaient progresser au sein de ces éléments pour infecter des cellules voisines. Nous 
n’avons que beaucoup plus rarement observé des microvillosités spécialisées avec un seul 
virus à leur extrémité. Nous pouvons donc imaginer que ces deux processus de dissémination 
peuvent coexister sans s'exclure mutuellement après infection des cellules RK13.  
Il faut noter que les ponts cytoplasmiques ont été observés à un stade du cycle viral 
plus tardif que celui où les microvillosités spécialisées pour le VACV ont été observées (98,
145). Dans ce dernier cas ils correspondent, comme dans notre étude, à de larges corridors 
cytoplasmiques où plusieurs virions ont été détectés, progressant à l'intérieur de la structure 
cytoplasmique afin d'infecter les cellules voisines. 
Concernant la formation des microvillosités spécialisées, il est décrit que la 
polymérisation de l’actine ne peut avoir lieu qu'à partir de particules en connexion avec la 
membrane plasmique (CEV) (120, 129, 205, 239, 242, 284, 323, 338). La "projection" des 
particules virales s'effectuerait ainsi de manière dirigée et permettrait d'éliminer le potentiel 
problème d'orientation vers l'intérieur de la cellule infectée si la polymérisation s'effectuait à 
partir de particules IEV (129). Cependant certains auteurs maintiennent que les particules IEV 
sont également capables de provoquer la polymérisation de l'actine (51, 52, 193, 257, 259, 
263, 346). De plus, dans le cas de bactéries (104, 309), la polymérisation d'actine à lieu à 
l'intérieur du cytoplasme et les bactéries sont poussées au travers de la cellule d'une manière 
dirigée mais sans que celles-ci ne soient exposées à l'extérieur.  
Dans notre étude, nous avons pu observer autant de particules CEV que de particules 
IEV en relation avec les microvillosités spécialisées, ce qui dans notre cas remet en question 
le mécanisme intime de polymérisation de l’actine, dépendant théoriquement de protéines 
virales dévoilées par la formation des CEV (145, 176, 284).
Ainsi, à la lumière de nos résultats il apparaît clairement que les deux formes virales, 
IEV et CEV du virus myxomateux sont capables de provoquer la polymérisation de queues 
d'actine, et participer à la formation de microvillosités spécialisées.  
Au moins deux hypothèses peuvent être émises quant à la signification de ces observations:  
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- l'association entre l'actine et les particules IEV peut revêtir un caractère transitoire avant que 
celles-ci ne soient relarguées dans le milieu extérieur ou qu'elles ne forment les particules 
CEV associées à des faisceaux d'actine ;  
- il s'agit peut-être d'un autre processus de dissémination de cellule à cellule, les IEV 
demeureraient à l'intérieur du cytoplasme des cellules infectées, les deux membranes 
cellulaires fusionneraient ensuite à l'extrémité de la projection cytoplasmique, permettant 
ainsi à la particules virale de pénétrer dans la cellule voisine sans être exposée à la réponse 
immunitaire de l'hôte (50, 101, 211).
Il semble donc que dans le cas d'une infection de cellules RK13 par le virus 
myxomateux, le cytosquelette soit utilisé de la même manière que lors d'une infection par le 
virus de la vaccine. La polymérisation des filaments d'actine est réalisée soit à partir des 
formes CEV, soit à partir des formes IEV et conduit à la formation de microvillosités 
spécialisées associées à une seule particule virale. Les « corridors cytoplasmiques » contenant 
plusieurs particules virales IEV et reliant plusieurs cellules entre elles sont couramment 
rencontrés. Par la suite, ces particules IEV pourraient soit, être libérées de manière 
extracellulaire pour former des CEV à l'extrémité de ces ponts cytoplasmiques avant qu'ils 
n'atteignent une cellule voisine non infectée et ne se connectent à celle-ci, soit demeurer à 
l'intérieur du cytoplasme de ces corridors jusqu'à ce que les deux membranes plasmiques 
fusionnent. Nos nombreuses observations (MET, MEB et confocale) nous font penser que ces 
corridors cytoplasmiques sont plus fréquents que les microvillosités spécialisées 
classiquement décrites pour le virus de la vaccine.  
5- Quelques observations inhabituelles 
Au cours des stades tardifs de la morphogenèse virale nous avons relevé un certain 
nombre de figures caractéristiques :  
- des aires cytoplasmiques striées et denses aux électrons susceptibles de correspondre à de 
l'ADN viral cristalloïde. Dans la littérature de telles structures sont observées seulement 
lorsque des drogues (110, 354) ou des mutants (64, 78, 320) sont utilisés. Cependant aucune 
drogue n'a été utilisée dans notre étude et la souche utilisée, T1 MYXV, est une souche 
sauvage. Cela pourrait correspondre probablement à une accumulation normale d'ADN viral à 
des stades tardifs (T 16h p.i.). L'arrangement cristallin est évident sur certaines photographies 
(Figure 29B).
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- De longues structures en forme d'échelle déjà décrites dans la littérature (160) et observées 
dans notre étude, de nature similaire à l'enveloppe virale, s'accumulent également pendant le 
même stade. Leur implication dans la morphogenèse virale n'est pas connue (61) même si de 
telles observations ont pu être réalisées sur d’autres représentants des Poxvirus (11). Un délai 
pourrait exister entre une synthèse continue de l'enveloppe virale ainsi que de l'ADN et leur 
assemblage et utilisation. 
De plus, nous pouvons noter pendant toute la durée du cycle de réplication l'existence de 
certains évènements "étranges": la présence d'un IEV à l'intérieur d'une inclusion 
cytoplasmique, elle-même située à l'intérieur du noyau ; certains IV en association étroite 
avec l'enveloppe nucléaire et des figures de désenveloppement situés juste en face d'un pore 
nucléaire.  
Cela soulève le problème d'une éventuelle interaction entre le virus et le noyau de la cellule 
hôte et de son hypothétique rôle au cours de la réplication virale (10, 160, 214, 296), bien que 
le virus de la vaccine puisse se répliquer dans des cellules énuclées (230).
 C- Infection virale de cellules non permissives : Les cellules bovines 
 « turbinate » 
Sachant que la morphogenèse virale dépend essentiellement de la singularité du couple virus-
cellule hôte (198, 233, 294), nous avons voulu voir quel pouvait être les étapes clés dans 
l’arrêt de la morphogenèse du MYXV sur des cellules dites « non permissives ». Il s’agit 
d’une restriction d’hôte (296), qui existe pour de nombreux poxvirus (198, 216, 223, 226, 237, 
294, 340,) et particulièrement pour le MYXV.
Nos observations nous conduisent à considérer les faits suivants : 
- L'adsorption semble procéder d'une manière identique à celle vue pour les cellules RK13. 
Les particules virales sont adsorbées à la surface membranaire de la cellule.  
- A 15 min p.i., on voit des particules virales montrant très nettement une enveloppe visible 
qui semble englobées par la cellule. Cela fait penser à un processus d'endocytose. Toujours au 
même temps on voit dans le cytoplasme des particules virales clairement contenues dans des 
vacuoles d'endocytose. Sur ces clichés on ne peut distinguer s'il s'agit de particules IMV ou 
EEV. Cependant sur la Figure 14B, on voit nettement la particule contenue dans une vacuole 
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et délimitée par une enveloppe virale distendue. Ceci fait penser à une endocytose d'EEV, 
comme visualisée avec les cellules RK13. 
Il semble que les toutes premières interactions cellule-virus ne soient pas fondamentalement 
différentes de ce qui est observé avec les cellules RK13, ce qui semble corroborer le fait que 
tous les poxvirus soient capables de se lier et de pénétrer dans des cellules restrictives, mais 
que ce sont les évènements post-entrée qui déterminent spécifiquement le déroulement du 
futur cycle viral (146).
Le fait qu’un poxvirus puisse se lier de manière presque indifférencié à des types cellulaires 
dits « restrictifs » ou « non permissifs » fait penser que les déterminants cellulaires 
nécessaires à la liaison et l’initiation de la pénétration virale, doivent être présents de façon 
ubiquitaire à la surface des cellules (glycosamminoglycanes : 42, 135, 178, 274).
- A 5h p.i., donc 3h plus tôt que pour la cinétique en cellules RK13 (8h p.i. dans ce cas), on 
voit très distinctement des zones cytoplasmiques très denses (beaucoup plus denses que celles 
visualisées avec les RK13) au sein de ce qui correspond à des viroplasmes. Ces viroplasmes 
sont classiquement totalement dépourvus d'organites cellulaires, de façon identique à ce qu’on 
observe pour des cellules de mammifères infectées par le fowlpox virus (294).
- A 8h p.i., on voit de nombreux virions contenus dans de grosses vacuoles cytoplasmiques. 
Une telle observation est identique à celle faite en cellules RK13. On voit toujours des virus 
adsorbées à la surface de la membrane cellulaire, ce qui n'existe absolument pas avec les 
cellules RK13. Cela semble contredire partiellement l’affirmation précédente, à savoir que ce 
serait principalement des éléments post-entrée qui constitueraient un obstacle au bon 
déroulement du cycle viral sur des cellules non permissives.  
- Cependant les premiers IV ne sont vus qu'à partir de 12h (au lieu de 8h p.i. en cellules 
RK13). De plus ils n'ont pas du tout la même apparence que les IV produits en RK13. Dans le 
cas des turbinates, les IV ont une forme anormale, rappelant certaines déficiences du cycle 
viral observées en cellules RK13 après un traitement à la rifampicine (membrane virale 
"broutée" et mal définie) (354) . On voit cependant certaines petites vésicules (comme pour 
les RK13) à proximité des IV ou en relation avec des IV. Les premiers IEVs (très rarement 
observés) deviennent apparents. 
A ce stade on voit toujours des virions adsorbés à la surface cellulaire. 
- Aucune observation mettant en évidence des IEVs lors des stades plus tardifs n'a pu être 
réalisée. 
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- Fait très intrigant, aucune particule IMV n'a été observée, malgré les très nombreuses 
observations réalisées. Pourtant cela constitue sans aucun doute un passage obligé pour la 
formation de particules intracellulaires IEV.  
En conclusion, nous pouvons affirmer que : 
- La pénétration semble procéder de la même manière que celle observée en cellules 
RK13. Mais il faudrait beaucoup d'autres observations pour voir si d'autres 
procédés de pénétration n'existent pas. Cette pénétration virale semble être aussi 
rapide qu’en cellules RK13, mais nettement moins efficace de part le nombre de 
virions observés dans le cytoplasme 15 min après le début de l'infection. Cela 
semble constituer un point clé dans la limitation de l’infection par le MYXV. 
- Les viroplasmes apparaissent plus tôt dans le cycle de réplication (3h plus tôt) que 
pour les cellules RK13. De plus ces facteurs viraux sont atypiques. 
- Une deuxième étape clé semble se situer lors de la formation des IV (294) qui 
n'apparaissent qu'à partir de 12h p.i. (au lieu de 8h p.i. avec les RK13). De plus ces 
IV possèdent aussi une apparence atypique. 
- Enfin de très rares IEVs sont observés. Aucun IMV n'est vu. Même si d'autres 
observations seraient nécessaires pour confirmer ceci, il est évident que le passage 
de l'IMV à l'IEV correspond aussi à une autre étape clé de blocage ou tout au 
moins d'altération du cycle de réplication en cellules non permissives du type 
turbinate. On peut imaginer que la malformation des particules IV ne permet pas 
aux étapes clé de maturation et de clivage protéolytique de ces particules de se 
produire et par conséquent d’entrainer la formation des premières formes 
infectieuses IMV.
On peut donc dire que les principales étapes de blocage ou d'altération du cycle viral semblent 
correspondre : 
1) à la phase de pénétration virale : diminution du nombre de particules virales à 
l'intérieur du cytoplasme, et nombreuses particules restées à la surface de la 
membrane plasmique durant tout le cycle viral ;  
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2) à la phase initiale de formation virale : paradoxalement le début de la réplication 
semble être anticipée dans le cas des cellules turbinate par rapport aux RK13 ; 
cependant les premiers IV ne sont apparents qu'à partir de 12h donc plus 
tardivement, de plus ils sont atypiques (donc altération en nombre et en structure). 
3) enfin lors du passage de l'IV à l'IMV, les rares IEVs visibles (n’aboutissant à 
aucun relargage viral) étant le résultat du faible nombre de particules IMV 
produites (aucune observation dans notre cas).  
III- Conclusion et perspectives 
Cette étude nous a permis de caractériser d'un point de vue immunologique et structural les 
deux principales formes infectieuses, IMV et EEV, du virus myxomateux, et de visualiser les 
différents stades de l'assemblage viral en y associant une cinétique précise (durée du cycle 16 
heures). Nous avons également pu montrer que la protéine M022L de l'enveloppe virale des 
formes enveloppées est déjà insérée dans le compartiment membranaire de la cellule 
enveloppant la forme IMV. Cela pourrait nous permettre d'envisager de visualiser le 
compartiment cellulaire impliqué dans cet enveloppement. Au travers de nos observations 
nous avons pu mettre en évidence la mise en place de la protéines d'enveloppe M071L de la 
forme IMV, très tôt au cours de l'assemblage viral (croissant viraux et IV) impliquant un rôle 
important de cette protéine dans l'échafaudage de la première enveloppe virale.  
D'autre part nous avons pu démontrer l'implication du cytosquelette dans le processus 
de sortie virale, et mettre en évidence le principal mode de sortie viral qui semble s'opérer par 
exocytose, et dans une moindre mesure par le biais de microvillosités spécialisées. Nous 
avons également pu identifier un nouveau mode de sortie virale nécessitant des structures 
cytoplasmiques caractéristiques : les corridors cytoplasmiques. Il s'agit de véritables ponts 
intercellulaires permettant le passage de virions d'une cellule à l'autre sans nécessairement 
qu'ils aient besoin d'être libérés dans le milieu extérieur.  
Finalement, Il semble que le processus infectieux du Virus Myxomateux, et plus 
généralement des poxvirus, pourrait avoir de nombreuses convergences avec le processus 
d'infection par des mycobactéries : les modes d’entrée, la capacité supposée de survivre à 
l'intérieur de la cellule hôte après internalisation dans de grosses vacuoles cytoplasmiques, et 
l'utilisation du cytosquelette pour la sortie virale, en sont des illustrations. 
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Nos travaux laissent en suspend certains points qu’il conviendrait d’explorer. Ainsi, dans un 
travail ultérieur il serait souhaitable d'essayer de mieux analyser les modes d'entrée du virus 
myxomateux en fonction de la forme virale (IMV et EEV). Pour cela, les anticorps anti-
M071L et anti-M022L utilisés dans notre étude, caractérisant respectivement les formes IMV 
et EEV apparaissent être des outils précieux pour tenter de discriminer ces modes opératoires.  
Afin de déterminer avec certitude si les grosses vacuoles cytoplasmiques contenant de 
nombreux virions et observées à de nombreuses reprises représentent un phénomène de 
macropinocytose, l'utilisation d'un agent bloquant cette voie d'entrée spécifiquement semble la 
meilleure option.  
Enfin, il serait intéressant de finaliser l'étude commencée de l’infection de cellules non 
permissives par le virus myxomateux, dans le but d'analyser avec précision les point clés de 
blocage supposés de la morphogenèse virale et identifiés en cellules turbinate.  
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I- Matériels
 A- Les Cellules 
- Les cellules de reins de lapin RK-13 (ATCC CCL-37), et les cellules de cornets naseaux de 
veaux nouveaux-nés Turbinate (ATCC CRL-1390) sont cultivées en DMEM (Dulbecco’s 
Modified Essential Medium) 10% de SVF (Sérum de Veau Fœtal), complété avec 100 
unités/ml de pénicilline et 10µg/ml de streptomycine (PS) (Gibco-BRL), maintenues à 37°C 
en présence de 5% de CO2. Le repiquage par trypsination est réalisé avec une solution de 
trypsine 0,05% tamponnée à l’EDTA 0,02%. 
 B- Virus 
Le Virus Myxomateux (MYXV), souche de référence Toulouse 1 (T1), utilisée au laboratoire 
est dérivé de la souche Lausanne (souche de type sud américaine), introduite en Europe en 
1952 par Armand Delille. 
 C- Anticorps 
1- Primaires 
- anti-M071L souris monoclonal : hybridome sécréteur obtenu au laboratoire 
- anti-M071L lapin polyclonal monospécifique : sérum de lapin obtenu par inoculation de la 
protéine M071L recombinante (E.Coli) étiquetée HIS (histidine) 
- anti-M022L lapin polyclonal monospécifique : sérum de lapin obtenu par inoculation de la 
protéine M022L recombinante (E.Coli) étiquetée HIS (histidine) 
  2- Secondaires pour MET (couplés or colloïdal) :  
Les anticorps utilisés sont des immunoglobulines IgG (Whole molecule - British BioCell) anti 
lapin couplés à des billes d’or colloïdal de 10 nm lorsqu’on veut détecter les protéines 
d’enveloppe M071L caractérisant les formes virales intracellulaire simplement enveloppées 
(IMV) et de 5 nm lorsqu’on veut détecter les protéines d’enveloppe M022L caractérisant les 
formes virales enveloppées (IEV, EEV, CEV). 
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  3- Confocal
Les marqueurs utilisés et leurs caractéristiques d’excitation et d’émission :
Pour la mise en évidence de l’Actine : Phalloïdine - TRITC 
Pour la mise en évidence des Microtubules :   anti-tubulin (Mab rat anti- tubulin = YL 	)
      Puis anti rat - FITC 
Pour la mise en évidence des formes CEV : anti M022L lapin (polyclonal monospécifique) 
Puis anti lapin - CY 5 
Pour la mise en évidence de toute structure virale: sérum polyclonal de lapin hyperimmun 
anti MYXV 
                                       Puis anti rabbit - CY 5  
Fluorochrome Pic d’excitation 
(nm)
Pic d’émission 
(nm)
Utilisation Laser
d’excitation
CY 5 650 670 Ac. Conjugué
Hélium-néon
633 nm
FITC 494 518 Ac. Conjugué
Argon 488 nm
TRITC 554 576 Ac. conjugué
Hélium-néon
543 nm
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II- Méthodes 
A- Suspensions virales purifiées 
1- Production d’un stock de virus
Dans une culture cellulaire (récipient de 75cm2) arrivée à confluence (48h) on ajoute 5 ml de 
virus total titré provenant d’un stock de virus préparé comme suit : 
On laisse 2 h à 37°C, sans CO2, pour l’adsorption, en agitation sur Belly-dancer puis on 
enlève l’inoculum, et ajoute 40 ml de milieu opti-MEM avec 2% de SVF. On laisse 48h à 
37°C et 5% CO2.
On vérifie l’effet cytopathogène correspondant à une lyse du tapis cellulaire d’environ 60%. 
Afin de pouvoir titrer le virus on congèle et décongèle plusieurs fois et titre le lysat. 
2- Titrage du MYXV par dénombrement des plages de lyse sur des RK13   
On utilise le virus total non purifié. On effectue des dilutions sériées du virus de 10 en 10 
jusqu'à 10-5 (milieu de dilution = opti-MEM ). Dans chacun des puits on enlève le milieu et 
dépose 200 
l de chaque dilution. 
On procède à l’adsorption pendant 90 à 120 minutes à 37°C et 5% CO2, avec agitation. 
Puis, on enlève l’inoculum et ajoute 2 ml / puit, de milieu de maintien (opti-MEM + PS + 2% 
SVF). On incube à 37°C, 5% CO2. On compte les plages de lyse après 48 h. Chaque plage 
correspond par convention à une particule virale infectieuse. 
3- Purification virale IMVs / Concentration virale EEVs 
Concentration des EEV : Le milieu de culture et les cellules sont traités séparément à 48h post 
infection. On récupère le milieu de culture contenant les particules virales  et divers débris ou 
cellules détachées. On centrifuge (400 g, 4°C pendant 10 minutes) puis on récupère le 
surnageant contenant les EEVs et on le soumet à une ultracentrifugation (70 000 g, 4°C 1h 
30). On récupère le culot de particules virales que l’on dilue avec 100 
l de tampon de lyse 
(TL 10 Inhibiteurs de Protéases) et conserve à 4°C. 
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Purification des IMV : La monocouche cellulaire est grattée et récupérée pour être soumise à 
une centrifugation (400 g, 4°C, pendant 10 minutes). Après dilution puis nouvelle 
centrifugation on élimine le surnageant et remet le culot en suspension dans 12 ml de tampon 
de lyse (TL 10 IP). On broie (sur glace) au dounce (40 cycles), puis centrifuge (1500 g, 4°C, 
10 minutes). On élimine le culot et récupère le surnageant contenant le virus. Puis on procède 
à une semi purification sur coussin de saccharose et une purification sur gradient de 
saccharose et chlorure de césium. 
- Semi-purification sur coussin de saccharose à 36% :
- On coule 5 ml de saccharose à 36% dans du TL 10, dans 2 tubes à centrifuger.  
- On dépose le surnageant contenant les virus, sur le coussin (6 ml / tube). 
- On centrifuge (150 000 g, 4°C, 2 heures) 
- Puis on élimine les surnageants et on récupère chaque culot viral que l’on met dans 500 
l
de TL 10. On sonique à 35 KHz  (1 minute), et laisse dans la glace jusqu’au dépôt sur 
gradient. 
- Purification sur gradient de saccharose : 25-50% 
Préparation du gradient : A partir d’une solution mère de saccharose de 70% W/V on prépare 
les différentes concentrations, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, en TL10. Chaque couche 
représente 2 ml. On laisse les gradients se former pendant 2 h, à T° ambiante puis la nuit en 
chambre froide. 
Mode opératoire : On dépose les 500 
l de suspension virale au dessus de chaque gradient. 
L’ultracentrifugation à lieu pendant 1h30 (150 000 g, 4°C). Les gradients sont récupérés par 
une pompe péristaltique et mis dans un collecteur de fraction. La bande virale correspondante 
est récupérée dans du tampon de lyse (TL 10) puis soumise à une centrifugation de 150 000 g 
(4°C pendant 60 minutes). Les culots de virus purifié sont récupérés dans 400 
l de TL 10 IP. 
On dissocie avec une seringue puis mesure la D.O. au spectrophotomètre à 260 nm d’un 
aliquote dilué au 1/50ème dans de l’eau nanopure.  
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Calcul de [protéines] d’une suspension virale purifiée :
  Protéines (mg/ml) =  D.O. (260 nm) x 1/dilution x 0,064 
- 0,064 =  : coefficient d’extinction à 260 nm (correspond à 2,5 à 5 108 ufp soit 1010
particules physiques. Dans 50 
l). 
- Une D.O. de virus purifié (260 nm) = 64 
g de protéines 
          ADN (mg/ml) = Protéines (mg/ml)
                20 
- Purification sur gradient de Chlorure de Césium : 
Préparation du gradient : On prépare 50 g de solution pour chaque densité. On pèse le CsCl 
et ajuster à 50 g sur la balance avec du TL 10. 
Densité 1,301 = 15,5 g de CsCl pour 50 g totaux de TL 10 
Densité 1,252 = 13,5 g de CsCl pour 50 g totaux de TL 10 
Densité 1,207 = 11,5 g de CsCl pour 50 g totaux de TL 10 
On vérifie les indices de réfractions (I.R.) des solutions obtenues au réfractomètre. 
La solution de d = 1,301 donne une I.R. de 1365 
La solution de d = 1,252 donne une I.R. de 1359 
La solution de d = 1,207 donne une I.R. de 1355 
Ces solutions sont conservées à 4°C. 
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Mode opératoire : On dépose 300 
l de virus purifié sur chaque tube à gradient puis 
on centrifuge à 150 000 g, 18°C, pendant 1h 30. Le gradient est récupéré. On sépare la 
bande d’IMV que l’on soumet à une nouvelle centrifugation (150 000 g, 4°C, 1h 30). 
Le culot viral est récupéré dans 400 
l de TL 10 IP.  
                
B- Observations au MET
1- Technique morphologique : coloration négative 
 Préparation de grilles : 
- fabrication de membrane collodion : Les grilles utilisées sont en cuivre (200 mesh = 
perforations). Un bécher est rempli d’eau distillée à raz bord. On dépose une goutte (pipette 
Pasteur) de Collodion sur la surface. Un film irisé se forme, puis devient transparent. On 
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dépose les grilles sur ce film (il sert à retenir les particules virales pour les visualiser) sur 
lequel on place ensuite un papier filtre puis on retire délicatement le papier filtre auquel 
adhèrent les grilles sous le collodion. On place dans une boite de Pétri à l’étuve à 60°C 
pendant 24 heures. 
- évaporation carbone : On prépare les électrodes de graphite en les taillant très finement. On 
les place l’une contre l’autre en pression légère dans l’appareil (HUS 5 GB - HITACHI - 
évaporateur). Puis on dispose les grilles collodionnées sous un cache amovible situé en 
dessous des électrodes. On réalise un vide poussé (10-5 Torr) pendant lequel on établi un arc 
électrique pendant 2 minutes. 
  
- technique d’effluvage : L’effluvage permet d’augmenter l’adhésion des particules à 
observer, sur les grilles. Plusieurs essais ont été réalisés afin d’obtenir le meilleur rendement. 
Le mode opératoire B semble le plus performant. 
 Préparation des solutions contrastantes : 
La solution contrastante sert de « colorant de fond » et permet de mettre en évidence les 
moindres détails des particules à observer. Plusieurs contrastants négatifs peuvent être utilisés. 
- acétate d’uranyle 2% aq : C4H6O6U.2 H2O (MW 424.15 - FLUKA). 
  * Peser 0.592 g d’acétate d’uranyle dihydraté 
  * Ajouter 25 ml d’H2O distillée 
  * Agiter mécaniquement jusqu'à dissolution totale 
Conservation à 4°C. 
Temps d’exposition à la solution contrastante : 1 minute. 
EFFLUVAGE TYPE A EFFLUVAGE TYPE B
Enlèvement de la cible Enlèvement de la cible
Poser échantillons sur anode Poser échantillons sur anode
Soumettre à une décharge
500 V, 2 mA
Soumettre à une décharge
500 V, 5 mA
Durée : 2, 3, et 5 minutes Durée : 1, et 2 minute
Régime DC Régime AC
Appareil JFC 1100 Sputter-coater JEOL
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- acide phosphotungstique (APT) 1% aq : H3[P(W3O10)4] . nH2O (MW 2880.17 - MERCK) 
  * Peser 1 g de APT 
  * Ajouter 50 ml d’H20 distillée 
  * Agiter jusqu'à dissolution totale 
  * Q.S.P. 100 ml H2O distillée, ajuster pH à 7.3 
Conservation à 4°C. 
Temps d’exposition à la solution contrastante : 1 minute. 
 Préparation suspension virale pour observation : 
La concentration virale à utiliser (voir Rhodes University http//www.ru.ac.za.)  
La surface totale d’une grille de 200 mesh est de 7.5 . 106 
m 2. L’observation des virions doit 
se faire au grossissement 20 000. A un tel grossissement le champ de vision est de 25 
m2, ce 
qui représente 0.3 . 10-5 de la grille. Pour avoir une visualisation sans difficulté il faut pouvoir 
observer environ 100 virions dans cette aire d’où 100 x 0.3 x 105 virions dans la grille. Une 
goutte sur une grille représente un volume d’environ 0.1 ml , d’où la concentration nécessaire 
de 3 x 106 x 10 = 3 . 107 virions / ml. 
De plus 90 à 99% du volume de la goutte initiale est drainée par le filtre de séchage, ce qui 
occasionne une perte importante, il faut donc avoir une concentration de virus de 10 à 100 fois 
plus élevée, d’où 3.108 à 1010 virions / ml.  
Les concentrations d’IMV et d’EEV purifiés utilisées doivent donc être de 2.1010
particules/ml.  
 Technique : 
Principe : On dépose sur une grille collodionnée carbonée et effluvée une goutte de 
suspension virale, laisser en contact pendant 5 minutes. On enlève l’excès en drainant par un 
papier filtre. On dépose une goutte de solution contrastante sur la grille (Acétate d’uranyle 
aqueux à 2% ou Acide phosphotungstique aqueux à 1%) et laisse 1 minute, puis on enlève 
l’excès de colorant et fait sécher la grille. 
Différents essais de coloration négatives ont été menés afin d’avoir le meilleur rendement 
possible. Ces essais sont résumés dans le tableau ci dessous. 
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+ entre 10 et 20 particules virales / mesh visualisées 
++ entre 20 et 30 particules virales / mesh visualisées.  
(   ) Rendement très hétérogène. Grille parfois déchirées. 
 Observation au MET : 
Principe de fonctionnement d’un Microscope Electronique à Transmission : (v. schéma). Les 
électrons sont émis au niveau du canon composé par un filament émissif de tungstène ainsi 
qu’une plaque percée en son centre : le whenelt située en dessous. Le canon, situé en haut de 
la colonne permet d’émettre les électrons et de les focaliser sur les bobines constituées par un 
noyau de fer doux, juste en dessous, et qui sont chargées de focaliser le faisceau incident, elles 
représentent le condenseur. Puis le faisceau est focalisé par la dernière paire de bobines sur la 
lentille objectif qui elle, forme l’image. L’image ainsi formée est reprise par une succession 
de bobines (lentilles intermédiaires, puis lentilles projectifs) qui ont pour action d’agrandir 
énormément l’image. Puis, celle ci est projetée sur un écran fluorescent sensible aux électrons 
et qui émet une couleur verte dans le spectre visible. Sous l’écran escamotable se trouve des 
plans film qui peuvent être impressionnés directement par les électrons qui viennent le 
frapper.
Le principe de la formation de l’image découle du pouvoir de pénétration des 
électrons. La coupe représentant l’échantillon est frappée par le faisceau. A partir de cet 
instant plusieurs phénomènes apparaissent. Certains électrons vont pouvoir traverser de part 
en part la coupe au niveau de zones peu ou pas contrastée et venir frapper l’écran ou le plan 
film. D’autres, vont se voir fortement déviés ou même arrêtés par la présence de contrastants 
Concentration viral et 
temps d’adsorption
                   Effluvage type A
       2 min            3 min             5 min
        Effluvage type B
      1 min              2 min
[ MYXV ] Temps
(min)
2.1010 1 - - - - -
2.1010 5 - + - (+) -
2.1010 20 - + - (++) -
109 1 - - - - -
109 5 - - - - -
109 20 - - - - -
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et ne viendront pas frapper l’écran. Les zones du plan film/écran qui seront frappées par les 
électrons seront perçues comme des plages claires, tandis que celles qui ne seront pas frappées 
par les électrons seront sombres. Il en résulte une vision en noire et blanc avec un ensemble 
de dégradés correspondant à la transmission différentielle du faisceau électronique. 
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Schéma d’un microscope électronique à transmission 
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2- Technique immunologique : coloration négative et ICC 
 adsorption virale :
La technique d’adsorption virale utilisée s’effectue sur grille collodionnées et carbonées : 
L’effluvage est de type A, 3 minutes, temps adsorption de 5 minutes à une concentration de 
2.1010 particules / ml. 
 Immunorévélation : 
Principe : On utilise la technique de marquage indirecte afin d’avoir une amplification du 
signal. Les anticorps primaires sont recrutés par les antigènes de surface, ils sont ensuite 
repérés par les anticorps secondaires couplés à de l’or colloïdal. Chaque anticorps primaire 
peut fixer deux anticorps secondaires couplés.  
Mode opératoire : Après adsorption virale les grilles sont immunorévélées de la façon 
suivante. Chacune des concentration d’anticorps primaire et/ou secondaire a fait l’objet 
d’études préalables afin d’utiliser les concentrations pour lesquelles le marquage était 
optimum.  
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L’ensemble des réactions est réalisé dans une chambre humide (v. schéma ci-dessous) 
Les séries de témoins sont réalisés de la manière suivante : 
Solutions en concentration finale Temps
Tampon de saturation
NGS 5% - BSA 1% - Tween 20 0.2% dans PBS (pH 7.8)
15 min
T° ambiante
Anticorps primaires dilués dans tampon de saturation
lapin anti-M071L polyclonal monospécifique au 1/50 ou 1/100
où
lapin anti-M022L polyclonal monospécifique au 1/50
12 h
4°C
Rinçage
BSA 0.1% - PBS
3 x 7 min
T° ambiante
Rinçage
Gélatine (Fish skin) 0.1% - PBS
5 min
T° ambiante
Anticorps secondaires dans même bain que précédant
IgG anti lapin couplé à or colloïdal 10 nm (B.B.I.) pour M071L au 1/10 
ou 1/50
IgG anti lapin couplé à or colloïdal 5 nm (B.B.I.) pour M022L au 1/20
1 h 
T° ambiante
PBS 2 x 5 min
T° ambiante
Glutaraldéhyde 1% aqueux 5 min
T° ambiante
H2O distillée 5 min
T° ambiante
Contraste négatif par APT 1% aq ou Ac. Uranyle 2% aq. -
159
- : aucun marquage 
+ : marquage 
3- Etude sur cellules 
 Principe : 
Afin d’avoir un aperçu général sur la morphogénèse du virus myxomateux in situ (à 
l’intérieur des cellules) et de pouvoir visualiser l’ensemble des intermédiaires viraux nous 
avons opté pour un temps de 20 heures post infection (p.i.) avec une multiplicité d’infection 
de 8. Des cellules infectées et non infectées (témoins) en monocouche étaient préparées pour 
la microscopie électronique à transmission, coupées, contrastées et visualisées sur un 
microscope HITACHI HU-12A. 
Caractérisation virale par Immuno-Cyto-Chimie (ICC) sur coupes ultrafines. Afin de pouvoir 
caractériser les deux formes principales virales d’un point de vue immunologique, nous avons 
procédé comme ci-avant et immunorévélé les coupes ultrafines. Nous avons procédé à trois 
types de marquages :  
- simple marquage d’une protéine d’enveloppe, M022L de la forme EEV ou d’une 
protéine d’enveloppe M071L de la forme IMV couplé à une coloration positive 
 - double marquage M022L et M071L couplé à une coloration positive  
Cinétique virale. Après s’être assuré de la réalisation de la totalité du cycle viral à T 20 h p.i., 
nous avons voulu établir une cinétique précise du cycle viral afin de caractériser d’un point de 
vue ultrastructural les principales étapes de la morphogenèse. Après plusieurs essais nous 
avons opté pour les différents temps ; 0.5 h, 1 h, 3 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 h, 24 h, 30 h, 36 h, 48 
h p. i. pour les cellules RK13 ainsi que pour les cellules bovines. 
La multiplicité d’infection (multiplicity of infection m.o.i.) est de 8 pour les deux lignées. 
 Mode opératoire :
Anticorps anti-M071L Anticorps anti-M022L Sans anticorps primaire
EEV - + -
IMV + - -
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1-Ultrastructure : La culture des cellules se réalise dans des Boites de Pétri de 30 mm (BP 30) 
de diamètre. L’infection a lieu sur des cellules de 48 heures. On réalise un contrôle visuel au 
bout de 48 h de culture afin de s’assurer si le tapis cellulaire est bien à confluence. On enlève 
le milieu de culture puis ajoute 200 
l de suspension viral tamponnée à l’HEPES 30 mM final 
(pH 7.5) à une m.o.i. de 8 / puit de BP 30 sur lit de glace. On laisse 2 heures d’adsorption 
avec agitation lente. Puis on enlève l’inoculum et rince avec du milieu opti-MEM (sans SVF). 
On ajoute ensuite le milieu de maintien (2% SVF dans de l’opti-MEM PS) et on met à 37°C, 
5% CO2. A 20 h post infection, on enlève le milieu de culture et ajoute le mélange fixateur 
(ci-dessous) qu’on laisse pendant 4h à 4°C, et procède comme suit. 
Mélange fixateur
Mélange de lavage
On réalise 4 bains différents dont un de 12 h, à 4°C. 
Mélange de post fixation
On laisse 1 heure à T° ambiante 
Volume Concentration Solutions mères Concentration finale Osmolarité
2 vol Glutaraldéhyde 4% 2% 200 mOsM
1 vol Cacodylate de sodium 0,4 M (pH 7.4) 
contenant 0,012 M de CaCl2
0,1 M
0,003M
200 mOsM
6 mOsM
1 vol H2O distillée - -
- Acide tannique (C76H52O46 FW 1701.28) 2% du mélange final W/V 11 mOsM
Total 417 mOsM
Volume Concentration Solutions mères Concentration finale Osmolarité
- Cacodylate de sodium 0,2 M (pH 7.4) 
contenant 0,003 M de CaCl2
0,2 M
0,003 M
400 mOsM
6 mOsM
Total 406 mOsM
Volume Concentration Solutions mères Concentration finale Osmolarité
1 v OsO4 2% 1% 40 mOsM
1 v Cacodylate de sodium (pH 7,4) 0,2 M 
contenant 0,006 M
0,1 M
0,003 M
200 mOsM
3 mOsM
- Ferrocyanure de potassium 
(K3Fe(CN)6) FW 329.20
1,5% du mélange final 180 mOsM
Total 426 mOsM
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Equation de dissociation du ferrocyanure de potassium :
K3Fe(CN)6                                  3 K+  +   [Fe(CN)6] 3 -
                  Fe3+  +   6 CN -
L’addition de ferrocyanure de potassium permet d’obtenir une meilleur préservation des 
lipides labiles. De plus cela permet d’avoir un meilleur contraste des lipides, cependant, ce 
composé n’a pas valeur de marqueur cytochimique.
Lavage
On réalise 4 lavages à l’H2O distillée, de 1 heure chacun, à T° ambiante. 
Contraste
Puis, on procède à un bain d’Acétate d’uranyle 2% aqueux, filtré, de 12 heures à T° ambiante 
(obscurité), ceci afin d’augmenter le contraste qui est faible lorsqu’on doit visualiser une 
culture cellulaire en monocouche. 
Lavage
Plusieurs bains à l’H2O distillée, à T° ambiante. 
Déshydratation
Nature des bains d’alcool Temps (min) Température (°C)
50 ° 10 4
70 ° 10 4
95 ° 10 ambiante
100 ° 10 ambiante
100 ° 10 ambiante
100 ° 10 ambiante
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Substitution
Mélange Alcool 100 ° -  résine Kit Araldite 502/Embed 812 (E.M.S.) V/V 
à T° ambiante 2h. Puis changement de bain, 1h à T° ambiante. Cette étape à pour but de 
substituer progressivement le milieu liquide contenu dans l’échantillon par de la résine. 
Résine utilisée
EMbed-812   25 ml 
Araldite 502  15 ml 
DDSA   55 ml 
BDMA  2,5 ml   
Imprégnation
Mélange résine seule, bain de 12h à T° ambiante, puis nouveau bain de 2h. 
Inclusion
On rempli de résine fraîche des gélules en polyéthylène, que l’on retourne sur le fond des 
boites, on place le tout dans une étuve à 60 °C pendant 24h. Puis après refroidissement, on 
arrache les gélules et récupère ainsi la monocouche cellulaire. 
  
Fabrication de la pyramide
On place les bloc de résine contenant les échantillons dans un mandrin de pyramitome 
(Reichert JUNG TM60). Après avoir centré le bloc on abrase les 4 surfaces de la pyramide de 
telle sorte que l’on ait l’échantillon centré. On ne surface pas du tout, cela risquerait d’enlever 
la totalité de la monocouche.  
Coupe à l’ultramicrotome (Reichert JUNG ULTRACUT)
On place, dans la mâchoire porte objet, le bloc. On réalise l’approche fine puis ultrafine sous 
la binoculaire en commençant la coupe par des sections semi-fine (entre 1 et 0,5 
m). Dès 
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l’instant où l’on commence à avoir les premières coupes intactes on procède à la coupe de 
sections ultrafines (couleur d’interférence jaune paille - entre 50 et 60 nm ). On recueille les 
coupes à la surface d’un miroir d’eau, à l’aide d’une grille. Puis on fait sécher sous lampe 
halogène avant de procéder au contraste.  
Contraste positif
Préparation des solutions contrastantes :
Elles servent à créer artificiellement un contraste en se fixant préférentiellement sur certains 
composés constitutifs des tissus. 
- Acétate d’uranyle à 4,8% aqueux : Contraste essentiellement les acides nucléiques.  
- Citrate de plomb : Contraste essentiellement les structures membranaires. La solution est 
elle même fabriquée à partir d’un mélange de solutions stock. 
 1- Nitrate de plomb (Pb(NO3)2) 1M (FW 331,20)...............3,31 g 
     H2O distillée bouillie et refroidie......................................10 ml 
 2- Citrate de sodium (C6H5Na3O7.2 H2O 1M (FW 294,10)...2,94 
     H2O distillée bouillie et refroidie........................................10 ml 
 3- NaOH 1M (FW 40,00)........................................................0,4 g 
     H2O distillée bouillie et refroidie ........................................10 ml 
La solution est fabriquée comme suit : 
 H2O distillée bouillie et refroidie..............................................32 ml 
 + Sol. Citrate de sodium 1M.....................................................6 ml 
 Agiter doucement 
 + Sol. Nitrate de Plomb 1M.......................................................4 ml 
 Il se forme un précipité. Agiter pour obtenir une solution laiteuse 
 + NaOH 1M (rend la solution limpide).....................................8 ml 
         _______ 
          50 ml 
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Déposer une couche d’huile de paraffine à la surface du récipient afin d’éviter tout contact 
avec l’atmosphère, ce qui aurait pour conséquence de faire apparaître des précipités. 
Principe du contraste positif : 
- Contraste à l’Acétate d’uranyle 4,8% aq : Dans une boite de Pétri noire on pose une goutte 
de solution d’acétate d’uranyle sur laquelle on fait flotter les grilles portant les coupes, en 
contact avec le « colorant ». On laisse 20 minutes à T° ambiante puis rince abondamment à 
l’eau distillée. Le séchage à lieu sur papier filtre.  
- Contraste au Citrate de Plomb : On plonge ensuite une pipette pasteur passée à la flamme à 
travers la couche d’huile de paraffine. On aspire le citrate de plomb et élimine les premières 
gouttes de « colorant ». On dépose une goutte de solution dans une boite de Pétri contenant 
des pastilles de NaOH. On fait flotter les grilles à la surface de la goutte et ferme 
hermétiquement. On laisse contraster pendant 10 minutes à T° ambiante puis on rince 
abondamment à l’eau distillée. On sèche sur papier filtre.  
2-ICC : 
Après avoir caractérisé d’un point de vue ultrastructural les principales étapes 
morphogénétiques du cycle du MV, nous avons identifié d’un point de vue immunologiques 
les deux principales formes virales du MV, en utilisant la méthode indirecte de marquage par 
simple ou double marquage. La méthode d’infection est identiques à celle utilisée pour l’étude 
de l’ultrastrructure et/ou cinétique virale. A T 20h p.i. les monocouches cellulaires infectées 
sont prélevées et fixées in situ avec le mélange fixateur suivant : 
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Mélange fixateur :
On fixe 30 minutes à 4°C, puis on gratte les cellules dans le fixateur et récupère dans un 
Eppendorf. On centrifuge pendant (5 min, 1000 tr/min) et élimine le surnageant avant de 
remettre le culot dans la solution de lavage.  
NB : le temps de centrifugation est décompté du temps de fixation. 
Lavage :
4 bains différents dont un de 12 h à 4°C. 
Déshydratation :
Substitution et Imprégnation : 
Produits Volumes (ml) Concentration
finale
Osmolarité
P.F.A 10% aqueux 4 4% 1293 mOsM
Glutaraldéhyde 25% 40 
l 0,1% 10 mOsM
Tampon de Sörensen (pH 7.4) 0,2M 5 ml 0,1M 200 mOsM
H2O distillée - - -
Total 1503 mOsM
Volume Concentration Solutions mères Concentration finale Osmolarité
- Tampon de Sörensen (pH 7.4) à 0,2M 0,2 M 400 mOsM
Total 400 mOsM
Nature des bains d’alcool Temps (min) Température (°C)
50 ° 5 4
70 ° 5 4
95 ° 5 4
100 ° 5 ambiante
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La résine utilisée est une résine acrylique compatible avec l’immunomarquage avec un faible 
encombrement stérique lors de la polymérisation. 
Inclusion et Polymérisation : 
L’inclusion s’effectue dans les Eppendorfs et la polymérisation à 50°C pendant 24 heures. La 
coupe a lieu de la même manière que pour l’ultrastructure. Les coupes sont recueillies sur des 
grilles en or (compatible avec l’immunomarquage) de 200 mesh, puis révélées de la façon 
suivante.
Immunomarquage :  - simple : Pour le simple marquage l’immunorévélation a lieu d’un seul 
coté de la coupe. On identifie soit les formes virales simplement enveloppées (IMV) soit les 
formes virales plurienveloppées (EEV, IEV, CEV).
    
Mélange de résine Temps T°C
LR White (médium) 1/3 - Alcool 100° 2/3 30 min ambiante
LR White (médium) 2/3 - Alcool 100° 1/3 30 min ambiante
LR White (médium) pur 2 x 1 heure ambiante
LR White (médium) pur 12 heures ambiante
Concentration finale des solutions Préparation Temps
Sur coupe LR White... - -
Réhydratation H2O distillée 1 h T° ambiante
NH4Cl 50 mM dans PBS 30 min T° ambiante
Tampon de saturation Normal Serum Goat (NGS) - 5%
Bovine Serum Albumin (BSA) -
1%
Tween 20 - 0,2%
PBS
15 min T° ambiante
Anticorps primaire M071L rabbit 
polyclonal monospécifique
Anticorps primaire M022L rabbit 
polyclonal dans tampon de sat.
1/50
1/10
12 h, 4°C
Lavage BSA 0,1% dans PBS 3 x 7 min, T° ambiante
Lavage Gélatine 0,1% dans PBS 5 min, T° ambiante
Anticorps IIr - or colloïdal 
anti-M071L rabbit (10 nm)
anti-M022L rabbit (5 nm)
1/20
1/5
1 h, T° ambiante
Lavage PBS 2 x 5 min, T° ambiante
Fixation Glutaraldéhyde 1% aq 5 min, T° ambiante
Lavage H2O distillée 5 min, T° ambiante
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   - double : Pour le double marquage l’immunorévélation a lieu des deux 
cotés de la coupes afin d’identifier, sur la même coupe, les formes virales simplement 
enveloppées (IMV) et les formes virales plurienveloppées (EEV, CEV, IEV). L’opération 
s’effectue de la manière suivante. 
Les différentes concentrations d’anticorps primaires et secondaires ont été déterminées 
préalablement. 
3-Cinétique :
Solutions Temps et T°C
sur la première face...
H2O distillée 30 min, T° ambiante
NH4Cl 50 mM (pH 7.4) 10 min, T° ambiante
Tampon de saturation (id à marquage simple) 15 min, T° ambiante
Anticorps Ir
anti-M022L rabbit polyclonal monospécifique
1/10
12 h, 4°C
Lavage
BSA 0,1% dans PBS
3 x 7 min, T° ambiante
Lavage
Gélatine 0,1% dans PBS
5 min, T° ambiante
Anticorps IIr
anti-rabbit or colloïdal (5 nm)
1/5
1h 30, T° ambiante
Lavage
PBS
2 x 5 min, T° ambiante
retourner sur autre face et recommencer...
H2O distillée 30 min, T° ambiante
NH4Cl 50 mM (pH 7.4) 5 min, T° ambiante
Tampon de saturation 15 min, T° ambiante
Anticorps primaire
anti-M071L rabbit polyclonal monospécifique
1/50
12 h, 4°C
Lavage
BSA 0,1% dans PBS
3 x 7 min, T° ambiante
Lavage
Gélatine 0,1% dans PBS
5 min, T° ambiante
Anticorps IIr
anti-rabbit or colloïdal (10 nm)
1/20
1h 30, T° ambiante
Lavage
PBS
2 x 5 min, T° ambiante
Fixation
Glutaraldéhyde 1% aqueux
5 min, T° ambiante
Lavage
H2O distillée 5 min, T° ambiante
Contraste
Acétate d’uranyle aqueux à 4,8%
20 min, T° ambiante
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On procède de la même manière que pour l’ultrastructure à T 20h p.i.. En respectant les 
différents temps de prélèvement : 0.5 h, 1 h, 3 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 h, 24 h, 30 h, 36 h, 48 h p. 
i.  
   
C- Observation au MEB
1- Principe 
Afin de tenter d’observer les changements morphologiques des cellules infectées (RK13), 
occasionnés par l’infection par le MYXV, nous avons procédé à une cinétique d’infection 
virale restreinte. Les différents temps de prélèvements ont été déterminés préalablement afin 
de mieux cibler les changement morphologiques externes susceptibles d’être perçus au cours 
du cycle viral. Les temps choisis sont : 0 h (temps d’adsorption avec et sans infection pour le 
témoin), T 12h, T 16h, T 20h, T 24h post infection. La m.o.i est de 200. 
  2- Mode opératoire 
Dans une boite à 12 puits, on place des inserts (Cell Culture Insert 0,4 
m pore size - Becton 
Dickinson) sur lesquels on cultive les cellules RK13. Au bout de 48 h, les cellules sont 
infectées par le MYXV à une multiplicité d’infection de 200, et laissées en adsorption sur 
glace avec agitation lente. On rince avec du milieu de maintien sans S.V.F (opti-MEM). Puis 
on ajoute du milieu de maintien complémenté avec du SVF (2% final) et place à l’étuve 37 
°C, 5% CO2. On prélève aux différents temps déterminés et enlève le milieu de maintien. Puis 
on procède de la manière suivante. 
Mélange fixateur :
Volumes Concentrations solutions mères Concentrations finales Osmolarité
1 v Glutaraldéhyde 5 % 2,5 % 250
mOsM
1 v Tampon Cacodylate de sodium (pH 7.4) 0,2M 
contenant 0,003M de CaCl2
0,1M
0,0015M
200
mOsM
3 mOsM
Total 453
mOsM
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4°C pendant 4h.  
Solution de lavage :
4 bains dont un pendant 12h à 4°C. 
Mélange de post fixation : 
à T° ambiante pendant 1h.  
Lavage : 
3 à 4 bains d’H2O distillée, à T° ambiante. 
Déshydratation :
Volumes Concentrations solutions mères Concentrations
finales
Osmolarité
- Tampon Cacodylate de sodium (pH 7.4) 0,2M 
contenant 0,0015M CaCl2
0,2M
0,0015M
400 mOsM
3 mOsM
Total 403 mOsM
Volumes Concentrations de solutions mères Concentrations finales Osmolarité
2 v OsO4 2 % 1 % 40 mOsM
1 v Tampon Cacodylate de sodium (pH 7.4) 
0,2M contenant 0,003M CaCl2
0,1M
0,0015M
200 mOsM
3 mOsM
1 v Glucose 1M 0,25M 250 mOsM
Total 493 mOsM
Alcool 50° 10 min 4°C
Alcool 70° 10 min 4°C
Alcool 95° 10 min T° ambiante
Alcool 100° 10 min T° ambiante
Alcool 100° 10 min T° ambiante
Alcool 100° 10 min T° ambiante
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Dessiccation :
Principe : Afin de pouvoir observer l’échantillon en microscopie à balayage certaines 
opérations techniques sont indispensables et caractéristiques à ce type de préparation. La 
première est la réalisation du contournement du point critique. Après la déshydratation on doit 
enlever tout liquide de l’échantillon : faire une dessiccation afin d’éviter toute sublimation du 
liquide soumis à un vide poussé. Pour ce faire on doit enlever l’alcool du dernier bain sans 
altérer la forme du tissu. Or pour tout liquide il existe une force de tension superficielle qui a 
tendance à « tirer » sur le support auquel il est attaché, cela provoque des changements de 
formes et topographiques qui peuvent aller jusqu'au déchirement de la structure à observer. 
Afin d’éviter cette éventualité, on doit passer par un liquide intermédiaire qui est le CO2. Pour 
certaines valeurs de pression et de température le CO2 possède une phase qualifiée de « phase 
mixte ». Pour cette phase, il n’existe aucune tension superficielle et par conséquent aucun 
risque de déformer et/ou déchirer le tissu à observer lors de l’élimination de la dite phase.   
Mode opératoire : Après le dernier bain d’alcool 100°, on place l’ensemble des échantillons 
dans des cupules que l’on place dans un appareil à point critique (Emscope CPD 750 Hitachi). 
Puis on procède au contournement du point critique de la manière suivante :  
Les échantillons imbibés d’alcool 100° sont placés dans l’enceinte de l’appareil à point 
critique. Cet appareil est en relation directe avec une bouteille de CO2 liquide sous pression 
avec tube plongeur. On ferme l’enceinte et procède à plusieurs rinçages (6 au minimum) avec 
du CO2 liquide. L’échantillon ne doit pas se dessécher et pour cette raison il est en 
permanence baigné dans le CO2. Après s’être assuré qu’il ne reste aucune trace d’alcool on 
procède à l’opération de contournement du point critique. On ferme l’enceinte et fait 
augmenter la température jusqu'à 41°C, ce qui augmente de façon synchrone la pression (v. 
diagramme de phase). On s’arrange pour que celle ci ne dépasse pas la valeur de 80 bars. Pour 
de telles valeurs il n’existe plus de tension superficielle, on se trouve au delà du point critique 
supérieur de changement de phase, dans la zone correspondante à la phase mixte. On laisse 
pendant quelques minutes puis on procède à une détente à température constante par étapes 
afin de se retrouver dans la zone de phase gazeuse. Puis, en éliminant très progressivement le 
CO2 gazeux on revient à la pression atmosphérique. On récupère les échantillons que l’on 
soumet à la dernière étape avant observation : la métallisation.  
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Métallisation :
Principe :  Afin de pouvoir observer les échantillons sous le microscope électronique à 
balayage on doit réaliser l’étape de métallisation. Cette étape consiste à répandre, à la surface 
de l’échantillon une couche très fine d’un mélange or-palladium pour trois raisons 
essentielles. La première est pour préserver l’échantillon qui va être bombardé en permanence 
par un faisceau d’électrons incidents (électrons primaires) à haute énergie. Ce sont ces 
électrons qui seront responsables, après analyse, de la formation d’une image. Afin d’éviter 
qu’ils ne pénètrent trop profondément dans l’échantillon et ne l’endommage, il est nécessaire 
de le recouvrir d’une couche fine d’alliage. La deuxième raison est pour l’obtention d’un 
signal. Sous l’effet de l’impact du faisceau primaire, des électrons vont être arrachés de la 
couche d’alliage recouvrant l’échantillon. Ce sont ces électrons qualifiés de secondaires, qui 
vont être analysés et vont former l’image sur l’écran du scope. Enfin, la couche d’alliage sert 
à éviter le « phénomène de charge » qui pourrait perturber l’observation. En effet, s’il n’y 
avait pas de couche conductrice coulée sur l’échantillon, il y aurait accumulation de charges 
négatives dues à l’arrivage massif et continu des électrons incidents. L’échantillon se 
chargerait alors négativement, or le faisceau étant lui aussi composé de charges négatives, 
cela aboutirait à une répulsion des deux charges de même nature et à un évitement de 
l’échantillon par le faisceau, d’ou absence d’électron secondaires et donc d’image.  
Mode opératoire : On découpe le fond des inserts que l’on colle sur des plots de cuivre (v. 
schéma ci-dessous). Puis on place l’ensemble sur le porte-objet du métalliseur (sputter-coatter 
JFC 1100 Hitachi). On réalise un vide dégradé sous la cloche (10-2 Torr). Puis, on applique 
une différence de potentiel entre la cible (or-palladium) qui représente la cathode, et les 
échantillons disposés autour qui représentent l’anode. Pour les valeurs de 100V et de 10 mA, 
on observe un dépôt de 100 Å / min. On pulvérise pendant 3 minutes. Puis on observe 
directement au MEB. 
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Boite de culture P12 avec inserts 
Observation :
Principe de fonctionnement d’un MEB : (v. schéma ci-après).  
Un filament émissif situé en haut de la colonne constitue le canon. Il est composé d’un 
filament de tungstène en forme de V dans lequel on fait passer un courant électrique afin de le 
chauffer. Une bague située au dessus et percée d’un orifice central constitue le whenelt. Celui-
ci sert à focaliser le faisceau incident naissant de tel sorte qu’il constitue une sonde de 
diamètre d’environ 150 à 300 Å. Située en dessous, l’anode sert à accélérer les électrons 
formant le nuage électronique sortant du filament. On peut régler l’énergie cinétique (Ec)  du 
faisceau en appliquant une différence de potentiel (ddp) plus ou moins importante de 2 à 30 
Kv. Une fois accélérés, les électrons sont guidés par une succession de bobines magnétiques 
qui servent à focaliser le faisceau incident sur la préparation. Arrivés sur l’échantillon, les 
électrons primaires arrachent, sous la force de l’impact, des électrons secondaires (voir 
schéma ci-après des interactions électron-matière), possédant une trajectoire courbe et une 
faible Ec. Ceux-ci sont collectés par le tube collecteur grâce à une ddp, puis circulent dans le 
guide de lumière. Ils sont pré-amplifiés puis amplifiés par un ensemble de dynodes qui 
augmentent considérablement le nombre d’électrons émis (106 électrons formés / électron 
émis). Ces électrons sont ensuite conduits à deux bobines déflectrices sur le scope qui 
établissent une ddp. Un filament émissif situé à l’opposé de l’écran du scope envoie de 
manière continue un faisceau électronique sur l’écran fluorescent. Plus la quantité d’électrons 
secondaires émis est importante plus la ddp engendrée au niveau des bobines déflectrices est 
faible, plus la vitesse de balayage du faisceau électronique sera faible. Donc, plus le temps 
passé sur chaque point sera important d’où une forte luminosité de chaque point fluorescent. 
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Si par contre, le rendement en électrons secondaires est faible, la ddp qui en découle sera donc 
importante d’où une vitesse de balayage rapide et des point peu ou pas lumineux. Les 
balayages de la sonde sur l’échantillon et celui du faisceau électronique sur l’écran sont 
synchrones. C’est la succession de points lumineux, peu et/ou pas lumineux qui donne une 
impression tridimensionnelle à l’image.  
Schéma d’un Microscope électronique à balayage 
Interactions électron-matière lors d’une observation en microscopie électronique à balayage. 
On ne considère, la plupart du temps, que les électrons secondaires pour la visualisation en 
microscopie électronique à balayage classique (topographie).  
174
D- Observation au confocal
1- Principe 
Afin de pouvoir visualiser une éventuelle interaction entre le cytosquelette des cellules 
infectées et le virus myxomateux, nous avons procédé à une étude en microscopie confocale. 
Suite à une étude préalable nous avons pu déterminer les temps post infection pour lesquels ce 
type d’interaction étaient le plus frappant : T 15h et T 20h p.i.. Puis, à l’aide des anticorps et 
fluorochromes adéquats nous avons pu visualiser les principaux éléments cytosquelettiques, 
l’actine, les microtubules ; ainsi que les formes virales enveloppées et non enveloppées.  
  2- Mode opératoire 
Les cellules RK13 sont cultivées sur des chambres de culture Beckton-Dickinson de 8 puits. 
On infecte sur des cellules de 24 h pour éviter une trop grande confluence qui nuirait à la 
visibilité des lames. Le nombre de cellules / cupule est de 100.000, on choisit d’inoculer 5000 
unités formant plage (ufp) / cupule afin d’éviter un marquage trop intense et par conséquent 
un trop fort bruit de fond. On réalise 2 séries parallèles : cellules infectées et cellules non 
infectées (on utilise seulement du milieu sans inoculum viral). Après avoir enlevé le milieu de 
culture on ajoute 300 
l d’inoculum viral / cupule ou 300 
l de milieu de maintien pour les 
témoins, puis on place dans l’ étuve à 37°C, 5 % CO2. Le plan des révélations est conçu 
comme suit : 
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A marquage de l’actine 
B marquage des microtubules 
C marquage des formes virales enveloppées 
P marquage polyclonal du Virus Myxomateux 
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On laisse jusqu’aux temps déterminés. A T 15h et T 20h p.i., on prélève les cellules et 
procède comme suit ; 
Fixation : 
- On élimine le milieu de culture 
- On rince le tapis cellulaire une fois avec du PBS 1X (sans Ca, Mg) 
- On rince une fois avec le mélange fixateur : Paraformaldéhyde (PFA) 4 % dans PBS 
- On ajoute 300 
l / cupule du mélange fixateur et on laisse 1h 30 à température ambiante 
- Rincer avec PBS 1X, 3 fois 
Puis...
Perméabilisation des membranes : 
On enlève le PBS et ajoute 300 
 l de Triton X 100 à 0,1 %. On laisse 15 minutes à T° 
ambiante et on rince 2 fois avec du PBS 1X
puis...
Immunorévélation : (voir schéma associé) 
1ère étape : on ajoute dans chaque cupule un volume de 300 
l après avoir vidé le PBS 1X. 
Les différentes solutions d’anticorps sont diluées dans du PBS 1X avec 0,05 % de Tween 20. 
On laisse 1 heure dans l’incubateur à 37 °C, 5 % CO2. Puis rinçage dans du PBS 1X, 0,05 % 
Tween 20, trois fois. 
2ème étape : on vide chaque cupule puis on ajoute dans chacune l’anticorps secondaire dilué 
dans PBS 1X avec 0,05 % de Tween 20, selon le schéma ci-après. On laisse 1 heure à 37°C, 5 
% CO2. On rince dans du PBS 1X avec 0,05 % de Tween 20, trois fois. Puis on rince dans du 
PBS 1X et laisse dans du PBS 1X à l’obscurité à 4°C jusqu’au montage sur lamelle. 
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Les marqueurs utilisés pour l’immunorévélation et les étapes de révélation sont les suivants :
Actine :
1ère étape de marquage........................................................PBS 1X, 0,05 % Tween 20 
2èmé étape de marquage.......................................................Phalloïdine - TRITC 1/200 
Microtubules :
1ère étape de marquage......anti-tubulin (Mab rat anti- tubulin = YL 	) 1/20 
2ème étape de marquage....................................................anti rat - FITC 1/200 
CEV :  
1ère étape de marquage.................. anti-M022L (polyclonal monospécifique, lapin) 1/50 
2ème étape de marquage.............................................................. anti rabbit - CY 5 1/200 
Polyclonal :
1ère étape de marquage................sérum hyperimmun de lapin anti-MYXV 1/500 
2ème étape de marquage.............................................anti rabbit - CY 5 1/200 
Montage sur lamelle : 
On vide le PBS 1X de chaque cupule. On enlève la paroi de chaque Labtek. Sur chaque 
cupule on met 3 gouttes d’une solution de Glycérol/PBS 1X - v/v, puis on appose sur un bord 
la lamelle. On colle les bordures. On garde à l’obscurité à 4°C jusqu'à l’observation. 
Observation : 
Principe du fonctionnement d’un microscope confocal (voir schéma ci-après) :
Le fonctionnement du microscope confocal repose sur deux principes : - l’éclairage ponctuel 
du spécimen grâce à un diaphragme très fermé d’émission - la lumière émise par le spécimen 
éclairé est focalisée et passe entièrement au travers d’un diaphragme de détection lui aussi très 
fermé. Dans ces conditions, toute lumière parasite située hors du plan focal sera défocalisée 
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sur le diaphragme de détection (diaphragme confocal) et ne pourra atteindre le détecteur. La 
lumière d’excitation utilisée est une lumière laser de longueur d’onde déterminée afin 
d’exciter le fluorochrome choisi (cf. tableau ci-dessus). Le faisceau laser incident est rendu 
ponctuel par un diaphragme très fermé disposé devant la source « lumineuse » puis est 
focalisé par la lentille objectif sur la préparation et réfléchi par un miroir dichroïque puis 
envoyé sur des miroirs galvanométriques (miroirs de balayage) qui, en pivotant sur leur axe, 
vont permettre le balayage rapide de l'ensemble du champ et ainsi d’avoir une image point par 
point.
Suite à l’excitation la lumière d’émission récupérée via l’objectif est déscannée suivant le 
même trajet, puis parvient au détecteur (tube photomultiplicateur) via successivement le 
miroir dichroïque, puis le diaphragme confocal . Le signal électrique émis par le 
photomultiplicateur est amplifié puis envoyé à l’ordinateur, où il est digitalisé, puis affiché sur 
le moniteur. L’ordinateur gère les miroirs de balayage. 
Le diaphragme de détection (pinhole) joue un rôle essentiel pour contrôler la résolution 
spatiale. La fermeture progressive du pinhole permet d’obtenir une image de plus en plus 
nette.  
L’examen de plusieurs sondes fluorescentes requiert la détection du signal de chaque sonde, 
ce qui nécessite une différence entre les spectres d’excitation et d’émission. Les miroirs 
dichroïques aux caractéristiques appropriées sont placés sur les trajets optiques, permettant la 
séparation des différentes longueurs d’onde. Cependant, la sélectivité des signaux récupérés 
est principalement assurée par la spécificité des filtres d’arrêt. 
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Comparaison du trajet lumineux entre un microscope « conventionnel » A et un microscope 
confocal à balayage laser B. la présence du pinhole permet de ne capter que les signaux 
lumineux venant du plan focal (—) écartant les autres (---) et améliorant ainsi la résolution de 
l’image. 
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